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Zamrzovanje semena moških se že več kot 60 let uporablja z namenom ohranjanja moške 
plodnosti. Posamezni androloški laboratoriji v ta namen uporabljajo različne tehnike 
zamrzovanja in pakiranja zamrznjenega semenskega izliva. Kakovost semenskega izliva se 
po odmrzovanju vzorca poslabša. To se kaže na zmanjšani gibljivosti in vitalnosti semenčic 
ter na nižjem odstotku morfološko pravilnih semenčic (Zorn in Kolbezen Simoniti, 2013; 
Vlaisavljević in Kovačič, 1993).  
 
V androloških laboratorijih se najpogosteje uporablja metoda dvostopenjskega zamrzovanja 
semena v plastičnih slamicah. Ta metoda ni idealna, kadar imamo na voljo semenski izliv z 
manjšim volumnom in zelo majhnim številom semenčic, saj moramo naenkrat odmrzniti 
celotno slamico.  V tem primeru bi želeli vzorec zamrzniti v več manjših volumnih. To bi 
lahko dosegli z ultrahitrim  zamrzovanjem semena v več manjših kapljicah. Kasneje bi lahko 
za en postopek zunajtelesne oploditve uporabili le eno odmrznjeno kapljico (Isachenko in 
sod., 2011).  
Za zamrzovanje semena se najpogosteje uporabljajo mediji  z dodatkom glicerola, ki služi 
kot krioprotektant. Nekateri mediji vsebujejo kot dodatek tudi jajčni rumenjak. Ta po 
raziskavah sodeč pripomore k višji gibljivosti in preživelosti semenčic po zamrzovanju 
(Hallak in sod., 2009).  
Namen raziskave je bil preveriti, kakšen vpliv ima metoda ultrahitrega zamrzovanja semena 
v mikrokapljicah na zmanjšanje gibljivosti semenčic po odmrzovanju. Prav tako nas je 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 TEHNIKE ASISTIRANE REPRODUKCIJE 
Tehnike asistirane reprodukcije služijo kot skrajna metoda zdravljenja neplodnosti. Zaradi 
razvoja medicinske tehnologije so današnji postopki zdravljenja neplodnosti postali 
učinkoviti, varni in dostopni širšemu krogu ljudi (Wang in Sauer, 2006). Poznamo več 
različnih tehnik asistirane reprodukcije, ki se izvajajo glede na vzrok neplodnosti.  
Intrauterina inseminacija je tehnika znotrajtelesne oploditve, pri kateri se laboratorijsko 
obdelano seme moškega s katetrom prenese v maternico ženske v času ovulacije. Metoda se 
uporablja pri parih, kjer imajo moški v semenskem izlivu dovolj gibljivih semenčic. 
Uspešnost metode se v povprečju giblje okoli 11 % (Calhaz-Jorge in sod., 2017).  
Pri zunajtelesni oploditvi se po zdravljenju s hormonsko terapijo s pomočjo punkcije foliklov 
pridobi jajčne celice. Te se nato oplodi s postopkom zunajtelesne oploditve. Ta je lahko 
izvedena s postopkom IVF (angl. in vitro fertilization) ali ICSI (angl. intracytoplasmic sperm 
injection). Pri postopku IVF se izvede inseminacija jajčnih celic s predhodno pripravljenim 
in ustrezno redčenim semenskim izlivom. Pred postopkom inseminacije moramo pridobljene 
jajčne celice inkubirati  od 3 do 6 ur, v inkubatorju z ustreznimi pogoji. Dolžina inkubacije 
je odvisna od zrelosti jajčne celice v času zbiranja. Po inkubaciji sledi inseminacija jajčnih 
celic. V medij z jajčnimi celicami  se doda določen volumen semena. Koncentracija gibljivih 
semenčic mora znašati od 6 do 10 milj./mL.  Postopek se uporablja pri dovolj visoki 
koncentraciji gibljivih semenčic v vzorcu. V času od 17 do 19 ur od inseminacije se preverja 
stopnja oploditve jajčnih celic (Elder in Avery, 1992). Postopek ICSI se uporablja predvsem 
kadar želimo izboljšati rezultate oploditve jajčnih celic v primerih težjih oblik moške 
neplodnosti.  Gre za postopek, kjer se semenčica s pomočjo pipete prenese neposredno v 
citoplazmo jajčne celice. Izvaja se pod mikroskopom na 200 x povečavi. Celoten postopek 
se izvaja v ustreznem mediju, ki je nanešen v manjših kapljicah in prekrit s parafinskim 
oljem. V vsaki kapljici imamo jajčno celico, ki jo prisesamo na držalno pipeto. S tanjšo 
pipeto prenašamo semenčice. Te nato prenesemo v snov, imenovano polivinilpirolidon 
(PVP). Namen tega koraka je, da se semenčice očistijo in upočasnijo svoje gibanje. Pred 
injiciranjem v jajčno celico semenčico zaustavimo tako, da s pipeto potegnemo čez rep 
semenčice. S tem jo naredimo negibno in ji poškodujemo membrano. To ima pomembno 
vlogo pri kasnejši aktivaciji jajčne celice. Pipeto s semenčico prenesemo skozi zono 
pelucido, celično membrano in skozi citoplazmo skoraj do nasprotnega roba celice. Za 
izvedbo postopka ICSI zadostujejo tudi zelo majhne koncentracije semenčic, saj teh 
potrebujemo le toliko, kolikor imamo na voljo jajčnih celic. V primerih težje 
oligozoospermije ali kriptozoospermije, kjer imamo na voljo zelo nizke koncentracije 
semenčic, moramo vzorec semena pred postopkom  ustrezno pripraviti (Vlaisavljević in 
Kovačič, 2001).  
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Zaradi stimuliranih ciklusov je v postopku zunajtelesne oploditve pridobljeno večje število 
zarodkov. Zato se pojavlja potreba po shranjevanju zarodkov daljše časovno obdobje. V ta 
namen je bil razvit postopek zamrzovanja zarodkov. Veliko raziskav na temo zamrzovanja 
zarodkov je potekalo v 80. letih. Sprva je bila razvita metoda počasnega zamrzovanja 
zarodkov (angl. slow-freezing). Pri tem postopku se zarodki zamrzujejo dovolj počasi, da 
pride do celične dehidracije. Ta omogoča minimalno tvorjenje znotrajceličnih ledenih 
kristalov.  Danes se za zamrzovanje zarodkov večinoma uporablja vitrifikacija, ki omogoča 
ultrahiter prehod zarodka v zamrznjeno stanje brez tvorjenja ledenih kristalov. Uporabljene 
so zelo visoke koncentracije krioprotektantov, zarodki pa se zamrzujejo v majhnih volumnih 
krioprezervacijskega medija. Ti se iz sobne temperature prenesejo neposredno v tekoči dušik 
(Rienzi in sod., 2016). 
2.2 ZAMRZOVANJE ČLOVEŠKEGA SEMENA 
Zamrzovanje oziroma krioprezervacija semena se uporablja za dolgoročno shranjevanje 
vzorcev semenskega izliva moških. Razlogi za zamrzovanje semenskih vzorcev so različni. 
Zamrzovanje semena se pogosto priporoča onkološkim bolnikom z namenom ohraniti svoje 
seme pred toksičnimi zdravljenji, ki povzročajo neplodnost. To so predvsem radioterapije, 
kemoterapije za zdravljenje rakavih obolenj, vazektomije in razni kirurški posegi, ki lahko 
povzročijo trajne poškodbe zarodnih celic (Zorn in Kolbezen-Simoniti, 2014).  
Seme se v nekaterih primerih zamrzuje tudi pred postopkom zunajtelesne oploditve. To pride 
v poštev predvsem pri moških, ki trpijo za hujšo obliko moške neplodnosti, kot je težja 
oligozoospermija, kriptozoospermija ali azoospermija. V primeru težje oligozoospermije je 
koncentracija semenčic v ejakulatu manjša od 1 milj./mL, v primeru kriptozoospermije 
najdemo semenčice po centrifugiranju v sedimentu vzorca, v primeru azoospermije pa v 
ejakulatu ni prisotnih semenčic. Pri neobstruktivni azoospermiji se semenčice v modih 
tvorijo v zelo nizkem številu, kar definiramo kot hipospermatogenezo, ali pa se sploh ne 
tvorijo.  Kadar gre za obstruktivno azoospermijo, je preprečen prenos semenčic v izliv. V 
tem primeru je priporočen postopek biopsije mod, (angl. testicular sperm extraction - TESE)  
ki se prav tako zamrzuje (Drobnič, 2014).  
 
Zamrzovanje semena se skoraj vedno uporablja tudi v primeru darovanih vzorcev semena, 
za preprečevanje širjenja okužb med pari, pri moških s progresivnim slabšanjem kakovosti 
semena, pri moških, ki imajo težave z erekcijo in ejakulacijo ter v primeru retrogradne 
ejakulacije (Zorn in Kolbezen Simoniti, 2014).   
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2.2.1 Zgodovina in namen zamrzovanja človeškega semena 
Raziskave o možnostih zamrzovanja človeškega semena so se pojavile v 18. stoletju. Leta 
1866 se je prvič pojavila ideja o kriobankah za shranjevanje zamrznjenega semena. Nadaljni 
razvoj je sledil v 20. stoletju. Takrat se je prvič pojavila uporaba krioprotektantov. To so 
snovi, ki med zamrzovanjem ščitijo biološki material pred poškodbami ledenih kristalov. 
Največjo nevarnost predstavljajo znotrajcelični ledeni kristali. Leta 1949 so kot 
krioprotektant prvič uspešno uporabili glicerol. V letu 1953 so seme prvič uspešno zamrznili 
v tekočem dušiku. Prav tako je bilo v tem času prvič dokazano, da je odmrznjeno seme 
zmožno oploditi človeško jajčno celico. V naslednjih letih je bilo izvedenih več uspešnih 
inseminacij z odmrznjenim semenom (Sherman, 1973). Danes predstavlja zamrzovanje 
semena pomembno tehniko za shranjevanje semena in njegovo uporabo v kasnejšem 
obdobju.  
Seme se zamrzuje iz različnih razlogov. Do njega so upravičeni onkološki bolniki pred 
zdravljenjem s kemoterapevtiki, biološkimi zdravili ali radioterapijo. Onkološka zdravljenja, 
kot so kemoterapije in radioterapije, imajo izrazito negativen učinek na spermatogenezo. 
Uporabljena zdravila uničujejo celice spermatogeneze in povzročajo azoospermijo. Tudi po 
končanem zdravljenju je večina moških neplodnih več mesecev ali let. Zato je pred 
tovrstnimi zdravljenji priporočljivo zamrzniti seme za ohranjanje plodnosti moškega 
(Nangia in sod., 2013).  
2.2.2 Tehnike zamrzovanja semena 
Poznamo več tehnik zamrzovanja semena, ki se med seboj razlikujejo po izvedbi, hitrosti, 
zniževanju temperature ter uporabljenih medijih in substancah, ki znižujejo ledišče. Pri vseh 
tehnikah zamrzovanja se za shranjevanje semena uporablja tekoči dušik. Ta omogoča 
ohladitev biološkega materiala na - 196 °C. Pri tej temperaturi ni na voljo dovolj toplotne 
energije, da bi v celici potekale kakršnekoli biološke ali kemične reakcije (Mocé in sod, 
2016).  
2.3 DODATEK KRIOPREZERVACIJSKEGA MEDIJA PRED ZAMRZOVANJEM 
SEMENA 
Da bi dosegli optimalen nivo zamrzovanja, moramo v biološkem vzorcu zagotoviti ustrezne 
fizikalne in kemične pogoje, pri katerih lahko zamrzovanje poteče. Seme zato ponavadi 
razredčimo z ustreznim medijem. Tovrstni mediji vsebujejo ustrezne soli in pufre. Za 
uspešno zamrzovanje spolnih celic in zarodkov mora takšen medij vsebovati tudi določene 
makromolekule. Kot dodatek mediju za zamrzovanje semena se lahko uporablja tudi jajčni 
rumenjak v kombinaciji s pufrom. Jajčni rumenjak je struktura, sestavljena iz lipidov, 
proteinov, lipoproteinov, holesterola, fosfolipidov in antioksidantov. Mehanizem delovanja 
medija z dodatkom jajčnega rumenjaka še ni povsem znan (Fabozzi in sod., 2016). 
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Raziskave kažejo, da uporaba jajčnega rumenjaka znižuje možnost sprememb v lipidni 
membrani celice. Te se zgodijo zaradi hiperosmotskega šoka, ki je posledica prisotnosti 
visoke koncentracije soli v okolici med zamrzovanjem. Membrana celice tako postane ob 
dodatku jajčnega rumenjaka bolj odporna. Zmanjša se možnost za poškodbe celične 
membrane (Isachenko in sod., 2011).  
 
Znano je, da so celice visoko prepustne za glicerol.  Zato se velikokrat redči s pufri kot so 
citrat in jajčni rumenjak. Ti vsebujejo makromolekule, zaradi katerih se zniža prepustnost 
medija. Mehanizem delovanja  jajčnega rumenjaka še vedno ni popolnoma jasen. 
Najverjetneje pripomore k ohranjanju gibljivosti semenčic, ker vsebuje lipide. Ti 
stabilizirajo celično membrano celice semenčice med zamrzovanjem. Prav tako varuje celico 
pred škodo, ki bi jo sicer povzročili prosti kisikovi radikali (Hallak in sod., 2000).V medijih, 
ki vsebujejo jajčni rumenjak je po podatkih raziskav odstotek preživelih celic višji kot v 
ostalih medijih. Vendar pa lahko pri takšnem mediju prej pride do mikrobne okužbe, te pa 
lahko vodijo v nastanek nalezljivih bolezni. Iz tega razloga se v laboratorijih po svetu 
večinoma uporabljajo mediji brez jajčnega rumenjaka. 
2.3.1 Vrste krioprotektantov in njihova vloga 
Kot krioprotektant se za zamrzovanje semena največkrat uporablja glicerol. V redkejših 
primerih se uporabljajo tudi etilen glikol, metil formamid ali dimetil formamid (Squires in 
sod., 2004). Medij za zamrzovanje lahko vsebuje tudi večje molekule, ki ne prehajajo celične 
membrane. To so lahko disaharidi (trehaloza, saharoza), polisaharidi (škrob, dekstrin) in 
proteini (albumin, polivinilpirolidon) (Oldenhof in sod., 2013).  Krioprotektant ima 
pomembno vlogo pri dehidraciji celic med zamrzovanjem in pri zniževanju točke ledišča 
snovi, ki jo želimo zamrzniti (Morris, 2007).  
 
Medij za zamrzovanje ima pogosto dodane agense, ki reagirajo s plazemsko membrano. 
Veliko jih ima zmožnost spremeniti lipidno strukturo celične membrane in s tem povečati 
njeno pretočnost.  Med te snovi spadajo jajčni rumenjak, mleko, albumin in lecitin (Sieme 
in sod., 2013). 
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2.3.2 Vloga krioprotektantov v celicah 
Krioprotektanti delujejo na več različnih načinov, s katerimi zaščitijo celice med procesom 
zamrzovanja. Molekule krioprotektantov reagirajo s proteini na celični membrani in jih 
termodinamično stabilizirajo. Disaharidi delujejo tako, da se vežejo na fosfolipidni dvosloj 
zunanje membrane celice. Med tvorjenjem ekstracelularnega ledu stabilizirajo membrano 
celice (Fuller, 2004). Pri nižjih temperaturah krioprotektanti olajšajo celično dehidracijo. 
Med nižanjem temperature okolice vstopijo v bolj viskozno stanje. V tem stanju pomagajo 
upočasniti molekularne reakcije. Tako stabilizirajo celico za dolgotrajno shranjevanje v 
tekočem dušiku (Saragusty in sod., 2009).  
2.3.3 Toksičnost krioprotektantov 
Večina krioprotektantov za zamrzovanje semena je do neke mere toksična za semenčice. 
Toksičnost se pojavi predvsem v primerih predolge izpostavljenosti celice  krioprotektantu 
in kadar je koncentracija tega previsoka (Hoffmann in sod., 2011). Prav tako je pomembna 
temperatura, pri kateri se krioprotektant dodaja vzorcu semena. Predpisani protokoli 
določajo dodajanje krioprotektanta semenu pri sobni temperaturi.  
 
Pomembno je, da se krioprotektant vzorcu dodaja in odvzema postopoma, saj lahko hitro 
dodajanje poškoduje semenčice. V večini protokolov se dodaja kapljično. Po dodatku vsake 
kapljice medija s krioprotektantom je potrebno vzorec semena premešati. S tem zmanjšamo 
osmotski stres semenčic v vzorcu (Sieme in sod., 2013).  
2.4 PAKIRANJE SEMENA PRED ZAMRZOVANJEM 
Zamrznjeno seme se najpogosteje shranjuje v plastičnih slamicah (Slika 1) ali kriovialah 
(Slika 2). Izdelane so iz materialov, ki niso toksični za biološke vzorce in so odporni na nizke 
temperature. Oba načina omogočata neprodušno zapiranje med zamrzovanjem. (Isachenko 
in sod., 2011). 
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Slika 1: Plastične slamice za shranjevanje zamrznjenega semena 
 
Slika 2: Krioviale za shranjevanje zamrznjenega semena 
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Razvitih je bilo veliko metod, s katerimi bi se omogočilo zamrzovanje semena z majhnim 
številom semenčic. S tovrstnimi tehnikami bi želeli omogočiti, da se za en postopek ICSI 
porabi manjši volumen semena medtem, ko se lahko preostali volumen porabi za kasnejše 
postopke.  
 
Potencialne tehnike za zamrzovanje manjšega števila semenčic so:  
 shranjevanje posameznih semenčic v prazni zoni pellucidi (Hsieh in sod., 2000); 
 zamrzovanje semena v mikrokapljicah (Isachenko in sod., 2011); 
 zamrzovanje semena v mikroslamicah (Liu in sod., 2017); 
 shranjevanje semena v pipetah za postopek ICSI (Sohn in sod., 2003); 
 zamrzovanje semenčic na najlonski zanki ob prisotnosti krioprotektanta (Desai in 
sod., 2004); 
 shranjevanje semena v agarozni mikrosferi (Araki in sod., 2015).  
2.5 HITROST OHLAJANJA VZORCA 
2.5.1 Počasno zamrzovanje (angl. slow freezing) 
Pri tehniki počasnega zamrzovanja seme ohlajamo postopoma s kontinuiranim postopnim 
zniževanjem temperature. Zamrzovanje poteka avtomatsko s pomočjo računalniško 
vodenega zamrzovalnika. V zamrzovalniku se vzorci semena ohlajajo postopoma v parah 
tekočega dušika. Zamrzovanje poteka najprej počasneje do - 10 °C, nato pa hitreje do - 150 
°C. Nato se biološki vzorci odstranijo iz zamrzovalnika in potopijo direktno v tekoči dušik, 
ki ima temperaturo - 196 °C (Zorn in Kolbezen-Simoniti, 2014). Postopek počasnega 
zamrzovanja semena v celoti traja od 2 do 4 ure (Schuster in sod., 2003).  
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2.5.2 Hitro dvostopenjsko zamrzovanje (angl. rapid freezing) 
Tehnika hitrega zamrzovanja semena se danes pogosto uporablja v androloških laboratorijih. 
Pri tej tehniki pride do neposredne izpostavitve slamic ali ampul s semenskim vzorcem na 
paro tekočega dušika, kjer je temperatura okoli - 80 °C. Pred hitrim zamrzovanjem se vzorcu 
semena doda medij s krioprotektantom v ustreznem razmerju glede na volumen vzorca. 
Medij se vzorcu dodaja po kapljicah. Po dodatku vsake kapljice moramo vzorec semena 
premešati. Ko se vzorcu doda celoten volumen medija za zamrzovanje sledi inkubacija 
vzorca, ki traja 10 minut na sobni temperaturi. Po pretečenem času napolnimo slamice z 
vzorcem semena in jih neprodušno zapremo. Slamice nato namestimo horizontalno 1 cm nad 
nivo tekočega dušika, kjer jih pustimo za 30 min, da vzorec semena zamrzne. Po pretečenem 
času jih v celoti potopimo v tekoči dušik in shranimo v kontejnerju s tekočim dušikom 
(Sherman, 1990, cit. po Di Santo in sod., 2012). 
2.5.3 Ultrahitro zamrzovanje (angl. ultrarapid freezing) 
Pri metodi ultrahitrega zamrzovanja semena je vzorec izpostavljen velikemu padcu 
temperature v zelo kratkem času. Tehnika ima veliko prednosti, saj je precej hitrejša in 
cenejša od klasičnih metod zamrzovanja, nezahtevna za izvedbo in bolj učinkovita pri 
preprečevanju tvorbe ledenih kristalov v celicah (Tongdee in sod, 2015). 
 
Poznamo več možnih načinov shranjevanja semenskega vzorca v primerih ultrahitrega 
zamrzovanja. Opisano je shranjevanje semena v manjših kovinskih zankah, mikroslamicah, 
prazni zoni pellucidi, ICSI pipeti in v mikrokapljicah. Opisane metode služijo za 
zamrzovanje manjših vzorcev semena.  
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2.5.3.1 Ultrahitro zamrzovanje semena v mikrokapljicah 
V primeru zamrzovanja v mikrokapljicah je vzorec semena zamrznjen v obliki drobnih 
kapljic v pari tekočega dušika (Slika 3). Temperatura takrat znaša okoli -160 °C. Za 
zamrzovanje je potrebna aluminijasta plošča, izpostavljena pari tekočega dušika. Na ploščo 
se naenkrat odpipetira 30 µL vzorca semena s pomočjo plastične pipete. Vzorec semena 
nemudoma zamrzne v obliki okrogle kapljice (Slika 4). Po 5 minutah se zamrznjene kapljice 
prenesejo v kriovialo. Ta mora biti predhodno ohlajena ali delno potopljena v tekoči dušik. 
Nato je potrebno kriovialo neprodušno zapreti in v celoti potopiti v tekoči dušik (Isachenko 




Slika 3: Shema ultrahitrega zamrzovanja v mikrokapljicah.  Škatla iz stiropora (1), tekoči dušik (2), kovinsko 
stojalo (3), aluminijasta plošča (4), zamrznjena suspenzija semena (5) 
11 
Kovač K. Primerjava … ultrahitrega in dvostopenjskega zamrzovanja semena moških v tekočem dušiku.  




Slika 4: Zamrznjene mikrokapljice semena, izpostavljene pari tekočega dušika 
2.5.4 Vitrifikacija 
Pojem vitrifikacije se na splošno nanaša na prehod tekočine v trdno stanje pri zelo nizkih 
temperaturah in v zelo kratkem času. Do prehoda v trdno stanje pride zaradi povečane 
viskoznosti in ne zaradi tvorjenja ledenih kristalov. Takšen način zamrzovanja zahteva zelo 
visoko hitrost ohlajanja. Vitrifikacijo semenskega vzorca lahko dosežemo na različne načine. 
Prvi način je počasnejše zamrzovanje, pri katerem postaja raztopina vedno bolj 
koncentrirana zaradi zamrzovanja vode. Naslednja možnost je odstranjevanje odvečne vode 
s pomočjo sublimacije ali s pomočjo izparevanja. Pri nobeni izmed opisanih metod ni 
potrebno dodajati visokih koncentracij topljencev. Ta se čez nekaj časa precej poviša zaradi 
dehidracije. Pri zadnjem pristopu se zamrzuje raztopine,  med zamrzovanjem pa ne pride do 
tvorjenja ledu. Proces zamrzovanja je hitrejši, kot v primeru dodatka ekvilibracijskega 
medija. Postopek lahko poteka počasneje ob dodatku visokih koncentracij krioprotektantov. 
V primeru, da vzorcu ne dodamo krioprotektanta, ga moramo zamrzniti pri zelo visoki 
hitrosti in ga nato takoj potopiti v tekoči dušik (Isachenko in sod., 2011). 
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2.6 ODMRZOVANJE SEMENA 
Proces odmrzovanja semena je enako pomemben kot proces zamrzovanja, saj lahko med 
njim prav tako pride do celičnih poškodb. Te so posledica temperaturnega šoka, ki ga doživi 
celica med samim procesom. Najvišja temperatura, ki se uporablja pri odmrzovanju semena 
je 37 °C. Pri višjih temperaturah se pojavlja večje tveganje za celične poškodbe (Di Santo in 
sod., 2012).  
 
Uspeh odmrzovanja  je močno povezan s procesom zamrzovanja semena. Pomembno je, ali 
je med zamrzovanjem prišlo do tvorbe znotrajceličnih ledenih kristalov ali do dehidracije 
celice.  V prvem primeru je smiselna uporaba hitrega odmrzovanja semena, saj lahko višja 
temperatura pri odmrzovanju prepreči tvorjenje večjih ledenih kristalov, ki bi poškodovali 
celico od znotraj. Tudi v primerih postopnega odmrzovanja semena je uspeh procesa odvisen 
od pogojev zamrzovanja. Protokoli, uporabljeni pri odmrzovanju človeškega semena, so 
različni (Gao in Critser, 2000).  
 
Odmrzovanje vzorcev semena na visoki temperaturi ima pri vzorcih z normozoospermijo 
negativen učinek na morfologijo in viabilnost semenčic. Prav tako pride do padca 
progresivno gibljivih semenčic (Vieira in sod., 2012).  
 
Za odmrzovanje semena se najpogosteje uporabljajo sledeče tehnike: 
 Prenos zamrznjenega semena iz tekočega dušika za 10 minut na sobno temperaturo, 
nato za 10 minut v vodno kopel na 37 °C (Martinez-Soto in sod., 2011); 
 Prenos zamrznjenega semena iz tekočega dušika v vodno kopel na 37 °C (Vieira in 
sod., 2012; Martinez-Soto in sod., 2011; Zorn in Kolbezen-Simoniti, 2014); 
 Prenos zamrznjenega semena iz tekočega dušika na sobno temperaturo za 15 do 30 
minut (Bandularatne in Bongso, 2002).  
2.7 POŠKODBE SEMENČIC MED PROCESOM ZAMRZOVANJA 
Ker so semenčice v primerjavi z ostalimi telesnimi celicami zelo majhne in imajo malo 
citoplazme, teoretično obstaja pri zamrzovanju semena precej manjše tveganje za poškodbe, 
kot pri zamrzovanju večjih celic, zarodkov in jajčnih celic. Kljub temu pa pri procesu 
zamrzovanja in odmrzovanja semena pogosto pride do poškodb repa, celične membrane in 
DNA strukture semenčice. Posledično se zniža oploditvena sposobnost semenčic. Študije 
kažejo, da se pri zamrzovanju semena ne zmanjša samo gibljivost semenčic, ampak pride 
tudi do morfoloških sprememb pri semenčicah (Martinez-Soto in sod, 2011). 
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V procesu krioprezervacije so semenčice izpostavljene številnim stresnim dejavnikom 
zaradi zelo hitrega nižanja in višanja temperature ter celične dehidracije. Posledično se lahko 
pojavijo številne poškodbe semenčic na različnih celičnih nivojih. Tudi v populaciji gibljivih 
semenčic, ki so preživele zamrzovanje in odmrzovanje se pojavljajo poškodbe semenčic, ki 
vplivajo na njihovo funkcionalno aktivnost.  (Medeiros in sod., 2002) 
O’Connell in sod. (2002) so v raziskavi preučevali vpliv zamrzovanja vzorcev semena na 
gibljivost, morfologijo, vitalnost in mitohondrijsko funkcijo semenčic. Po odmrznitvi 
vzorcev so zaznali statistično značilen padec vseh štirih parametrov. S tem je bilo dokazano, 
da ima zamrzovanje semena negativen učinek na kvaliteto semenskega izliva na več nivojih.  
2.8 STRESNI DEJAVNIKI MED PROCESOM ZAMRZOVANJA 
V primerjavi z ostalimi telesnimi celicami so semenčice manj občutljive na kritične pogoje, 
katerim so izpostavljene v procesu zamrzovanja. To je posledica tekoče membrane in nizke 
vsebnosti vode v celici (Di Santo in sod., 2012).  Kljub temu pa lahko v procesu zamrzovanja 
semena pride do sprememb v strukturi in funkcionalnosti semenčic. Izpostavljene so 
poškodbam zaradi tvorjenja ledenih kristalov znotraj celice, celični dehidraciji in 
osmotskemu šoku (Gao in Critser, 2000).  
2.8.1 Hitrost ohlajanja in tvorba ledenih kristalov znotraj celice 
Med zamrzovanjem semenčic ima voda, ki se nahaja znotraj celice, večji kemični potencial 
kot  delno zamrznjena voda, ki se nahaja v izvenceličnem okolju. S pomočjo osmoze voda 
potuje iz intracelularnega v ekstracelularno okolje izven celice, kjer zamrzne. Pri tem 
procesu ima zelo pomembno vlogo hitrost zamrzovanja vzorca (Slika 5).Če je hitrost 
ohlajanja ustrezna, celica med ohlajanjem postopoma izgubi vodo iz intracelularnega okolja 
in se skrči. Ob tem  v celici naraste koncentracija ekstracelularnih topljencev, celica pa 
dehidrira in ne zamrzne v notranjosti.  
 Če se vzorec ohlaja prehitro, znotrajcelična voda ne odteka dovolj hitro iz celice, da bi se 
vzpostavilo ravnotežje. Ob zamrzovanju je tako v celici preveč vode. Znotraj celice se tvorijo 
ledeni kristali. Ti poškodujejo celično membrano in oslabijo delovanje celičnih organelov. 
 Prav tako lahko pride do celičnih poškodb, če se vzorec semena ohlaja prepočasi. V tem 
primeru bo celica dehidrirala prehitro in se skrčila preveč. Notranjost celice bo izpostavljena 
topljencem v previsoki koncentraciji. Ti so v veliki večini elektroliti. Previsoka 
koncentracija topljencev v celici in celična dehidracija imata izrazito negativen učinek na 
celično membrano, saj oslabita lipidno-proteinske komplekse. Celica postane preveč 
prepustna za snovi iz okolja, posledično pa lahko poči (Gao in Critser, 2000).  
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Slika 5: Prikaz celičnih reakcij v primerih počasnega, optimalnega in hitrega ohlajanja vzorca (Jang  in sod., 
2017) 
2.8.2 Pojav reaktivnih kisikovih spojin (ROS) 
Sprememba pretočnosti membrane mitohondrijev lahko spremeni potencial membrane. 
Posledično lahko pride do sprostitve reaktivnih kisikovih spojin, ki so za celico škodljive. 
Raziskave so pokazale, da krioprezervacija prav tako zmanjšuje aktivnost antioksidantov. 
Tako je semenčica še bolj dovzetna za poškodbe, povzročene s strani ROS. Visoka 
koncentracija ROS in zmanjšano delovanje antioksidantov lahko vodijo v celično apoptozo 
(Saleh in Agarwal, 2002). 
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2.8.3 Poškodbe membrane semenčic 
Zaradi nizkih temperatur se lahko pojavijo poškodbe na nivoju celične membrane, kar lahko 
vodi tudi v spremembo metabolne funkcije membrane. Membrana je sestavljena iz dvosloja 
fosfolipidov. Ti so sestavljeni iz hidrofilnih  glav in hidrofobnih acilnih verig. Velik padec 
v temperaturi, ki je prisoten pri zamrzovanju, povzroči prehod fosfolipidne membranske 
strukture iz tekoče faze v bolj trdno fazo - gel. Membrana tako postane bolj toga oziroma 
preide v bolj trdno, urejeno stanje. Pod normalnimi fiziološkimi pogoji se membrana 
semenčice nahaja v tekoči fazi. Ta je prepustna za vodo, ki lahko prosto potuje skozi 
membrano. Še vedno pa je neprepustna za nekatere topljence, kot so disaharidi.  
Pri procesu zamrzovanja semena se zmanjša pretočnost membrane celice, poveča pa se 
koncentracija topljencev v ekstracelularnem okolju. Posledično pride do dehidracije celice.  
Zaradi odstranitve vode iz hidrofilnih fosfolipidnih glav  se fosfolipidi pomaknejo tesneje 
skupaj, van der Waalsove vezi med hidrofobnimi acilnimi verigami pa se ojačajo. Tako 
membrana preide iz tekočega stanja v gel (Gao in Critser, 2000).  
V medijih, ki se uporabljajo za zamrzovanje semena, se nahajajo sladkorji z OH skupinami. 
Njihova naloga je, da preprečujejo dehidracijo celice tudi ob odsotnosti vode. Po določeno 
temperaturo lahko tvorijo zaščitni sloj, ki celico varuje pred dehidracijo. (Sieme in sod., 
2015) 
Tudi membrane mitohondrijev so občutljive na proces zamrzovanja. Mitohondriji se 
nahajajo v srednjem delu semenčice, med plazemsko membrano in devetimi fibroznimi 
vlakni. Njihova naloga je proizvajanje energije, ki je potrebna za gibanje semenčice. 
Poškodbe mitohondrijskih membran bi lahko vplivale na zmanjšanje gibljivosti semenčice.  
2.8.4 Poškodbe DNA 
V literaturi najdemo nasprotujoče si podatke o tem, ali krioprezervacija semena povzroča 
fragmentacijo DNA semenčic. Izvedene so bile raziskave, ki so nakazovale na dejstvo, da 
krioprezervacija  lahko sproži aktivacijo določenih cisteinskih proteaz, imenovanih kaspaze 
(Di Santo in sod, 2012). Delovanje kaspaz kasneje vodi v celično apoptozo. Veliko raziskav 
kaže na povezavo med zamrzovanjem semena in povečano fragmentacijo DNA semenčic 
(Thomson in sod., 2009; Ribas-Maynou in sod., 2013). Nekatere izvedene raziskave pa te 
povezave ne morejo potrditi (Isachenko in sod., 2004; Duru in sod., 2001).  
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2.9 Vpliv poškodb semenčice na gibljivost 
Pri naravni oploditvi, inseminaciji in postopku zunajtelesne oploditve je bistvena gibljivost 
semenčice. Ta omogoča prehod semenčice do mesta oploditve in prodor v jajčno celico. V 
srednjem in glavnem delu repa se nahaja aksonema. To je lokomotorni aparat, ki omogoča 
gibanje semenčice. V ženskem reproduktivnem traktu se semenčice gibljejo težje, zato se 
njihovo gibanje spremeni, postanejo hiperaktivirane. Linearna gibljivost se zmanjša, njihova 
pot pa postane zelo vijugasta. Prav tako se poveča stopnja nihanja glave semenčice. S 
takšnim gibanjem semenčica lažje prodre kumulusne celice, ki obdajajo zono pelucido. 
(Zorn, 2014; Pregl Breznik in Vlaisavljević, 2013). Po preboju skozi kumulusne celice se 
semenčica z akrosomalnim delom pričvrsti na zono pelucido. Ta vezava sproži v semenčici 
akrosomsko reakcijo. Iz akrosomskega vezikla se sprostijo različni proteolitični enicimi, s 
pomočjo katerih lahko semenčica prodre do plazemske membrane jajčne celice, s katero se 
spoji. Ko pride do spojitve semenčice z membrano jajčne celice, se v citoplazmi jajčne celice 
poveča koncentracija Ca2+ ionov. Ti sprožijo razvoj zigote, ki nastane ob pojavu dveh 
haploidnih jeder (Kovačič in Vlaisavljević, 2001).  
Znano je, da ima zamrzovanje semena negativen vpliv tako na strukturo kot tudi na funkcijo 
semenčice. Med procesom zamrzovanja in odmrzovanja se pojavijo številni dejavniki, ki 
negativno vplivajo na gibljivost in ostale funkcije semenčice. Med te dejavnike prištevamo 
predvsem temperaturni šok, tvorbo zunajceličnih in znotrajceličnih ledenih kristalov, celično 
dehidracijo in osmotski šok (Stanic in sod., 2010).  
 
Tvorjenje znotrajceličnih ledenih kristalov lahko poškoduje membrano in ostale organele v 
celici semenčice. K poškodbam semenčic lahko pripomore tudi osmotski šok in dehidracija 
celice. Zmanjšana gibljivost semenčic po odmrzovanju se pojavi predvsem zaradi poškodb 
membrane mitohondrijev. Energija za gibanje semenčic se prenaša iz membrane 
mitohondrijev na mikrotubule. Ti omogočajo gibanje semenčic. Z zmanjšanjem 
mitohondrijske aktivnosti lahko tako pojasnimo zmanjšanje gibljivosti semenčic po 
odmrzovanju (Oberoi in sod., 2014). Prav tako je med zamrzovanjem semena možna 
poškodba akrosomske kape semenčice. V tem primeru semenčica izgubi zmožnost oploditve 
jajčne celice (McLaughlin in sod., 1993).  
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Slika 6: Prerez slamice, v kateri je zamrznjen vzorec semena. Na sliki so vidni repki semenčic, ki so od glave 
ločeni s plastjo zamrznjenega glicerola (Morris, 2007). 
 
Slika 7: Prerez slamice, v kateri je zamrznjen vzorec semena.  Na sliki je vidna zamrznjena semenčica, ki  ima 
glavo ujeto v zamrznjen glicerol, rep semenčice se širi v praznino, kjer je možna tvorba ledenih kristalov 
(Morris, 2007).  
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V primerih zamrzovanja biološkega materiala v suspenzijah ne prihaja do mehanskih 
poškodb celic zaradi tvorjenja ledenih kristalov. Ledeni kristali v suspenziji rastejo zaradi 
migracije vodnih molekul. Posledično se tvori mreža ledenih kristalov (Slika 6). Pri 
zamrzovanju vzorcev semena se semenčice z glavami pogosto ujamejo v zamrznjeno 
suspenzijo glicerola. Rep semenčice ostane nezamrznjen in se širi v prazen prostor med 
zamrznjenim glicerolom (Slika 7). V nezamrznjeni frakciji so repki semenčic izpostavljeni 
visokemu stresu na različnih nivojih.  Največjo nevarnost predstavlja izpostavljenost 
visokim koncentracijam topljencev. V takšnih primerih lahko pride do preloma repov 
semenčic med zamrzovanjem in posledično do manjše gibljivosti ter viabilnosti po 
zamrzovanju (Morris, 2007). 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 ZNANSTVENO IZHODIŠČE RAZISKAVE 
V raziskavi je bila primerjana uspešnost tehnik dvostopenjskega zamrzovanja semena v 
slamicah in ultrahitrega zamrzovanja semena v mikrokapljicah. Ugotavljali smo, kakšna je 
bila gibljivost semenčic pred in po zamrzovanju enakega vzorca  semena v mikrokapljicah 
ali slamicah, ob dodatku dveh različnih medijev.  
3.2 NAMEN RAZISKAVE 
V raziskavi smo želeli ugotoviti, ali je nova tehnika ultrahitrega zamrzovanja semena v 
mikrokapljicah primerljivo učinkovita s tehniko dvostopenjskega zamrzovanja semena v 
slamicah. Prav tako smo želeli ugotoviti, ali je medij z dodatkom glicerola in jajčnega 
rumenjaka (TEST Yolk Buffer) učinkovitejši od medija, ki ima dodan le glicerol (Sperm 
Freeze).  
3.3 DELOVNE HIPOTEZE 
Postavljene hipoteze v raziskavi so bile naslednje:  
Pri metodi ultrahitrega zamrzovanja v mikrokapljicah se bo gibljivost semenčic zmanjšala 
za statistično podoben odstotek v primerjavi s standardno metodo zamrzovanja semena v 
slamicah.  
 
Pri uporabi medija TEST Yolk Buffer za zamrzovanje semena se bo gibljivost semenčic 
zmanjšala za statistično značilno manjši odstotek v primerjavi z medijem Sperm Freeze.  
 
Gibljivost semenčic se bo pri vzorcih z astenozoospermijo zmanjšala za višji odstotek v 
primerjavi z vzorci, diagnosticiranimi z normozoospermijo.  
 
Hitrost vijugaste poti semenčic (VCL) se po odmrzovanju vzorca ne bo razlikovala ne glede 
na uporabljeno metodo in medij zamrzovanja.  
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3.4 VRSTA IN CILJI RAZISKAVE 
V prospektivni primerjalni raziskavi smo ugotavljali, koliko se je zmanjšala gibljivost 
semenčic po ultrahitrem zamrzovanju vzorca semena v mikrokapljicah v primerjavi z 
dvostopenjsko metodo zamrzovanja semena v slamicah. 
Primerjali smo zmanjšanje gibljivosti semenčic med zamrzovanjem ob uporabi medija z 
glicerolom in dodanim jajčnim rumenjakom (TEST Yolk Buffer) z medijem, ki vsebuje le 
glicerol (Sperm Freeze).  
Primerjali smo zmanjšanje gibljivosti semenčic v primeru pacientov, ki so bili 
diagnosticirani z normozoospermijo in tistih z astenozoospermijo.  
Ugotavljali smo odstotek zmanjšanja celotne gibljivosti semenčic, progresivno gibljivih in 
hitro progresivno gibljivih semenčic.  
Ugotavljali smo spremembo hitrosti vijugaste poti semenčic (curvilinear velocity – VCL) 
pred in po zamrzovanju vzorca vzorca semena z opisanima metodama in medijema za 
zamrzovanje.  
3.5 MERJENI PARAMETRI 
V raziskavi so bili med seboj primerjani štirje različni parametri, pri katerih smo določali 
odstotek gibljivosti semenčic pred in po zamrzovanju: 
 Zamrzovanje semena v slamicah; 
 Zamrzovanje semena v mikrokapljicah; 
 Dodatek medija z glicerolom (Sperm Freeze Medium); 
 Dodatek medija z  glicerolom in jajčnim rumenjakom (TEST Yolk Buffer) 
Pri vseh štirih parametrih smo določali odstotek zmanjšanja celokupne gibljivosti semenčic 
po zamrzovanju. Prav tako smo opazovali padec progresivno in hitro progresivno gibljivih 
semenčic po zamrzovanju. Spremljali smo tudi razliko hitrosti vijugaste poti semenčic 
(VCL) pred in po zamrzovanju.  
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V anonimni raziskavi je sodelovalo 27 moških, starih od 27 do 55 let. Raziskava je bila 
potrjena s strani institucionalne etične komisije. Vzorci semena so bili zbrani le v 
diagnostične namene.  Po raziskavi  smo uporabljene vzorce semena zavrgli. V raziskavo 
niso bili vključeni vzorci semena z oligozoospermijo, pri katerih je koncentracija semenčic 
nižja od 15 milj./ml.  
3.7 POTEK RAZISKAVE 
Vzorci semena so bili izbrani naključno. Pogoj za vključitev v raziskavo je bila dovolj visoka 
koncentracijo semenčic v vzorcu, ki je bila vedno višja od 15 milj./mL. Nato je bila 
analizirana gibljivost semenčic s pomočjo računalniškega programa Sperm Class Analyzer. 
Na podlagi te analize so bili vzorci uvrščeni v skupino z normozoospermijo ali 
astenozoospermijo. Morfologija semenčic nativnih vzorcev je bila določena en teden po 
oddaji semena. S teratozoospermijo so bili diagnosticirani samo 4 moški v celotni 
obravnavani skupini. Zaradi premajhne skupine vzorcev s teratozoospermijo ta v raziskavi 
ni bila posebej obravnavana. Prav tako ni bila določena morfologija semenčic po 
odmrzovanju vzorcev.  
Vseh 27 vzorcev semena je bilo obravnavanih enako, ne glede na diagnozo. Po računalniški 
analizi so bili vzorci takoj razdeljeni na 2 dela in redčeni z dvema različnima medijema. Nato 
so bili zamrznjeni po dveh različnih metodah, ki sta opisani v nadaljevanju.  
3.8 ODDAJA SEMENA 
Vsi vključeni vzorci semena so bili oddani v ambulanti ob približno enakem času, prav tako 
so bili analizirani v sklopu raziskave v razmaku nekaj minut.  Največji razpon med oddajo 
vzorcev, ki so bili vključeni v raziskavo, je bila 1 ura. Od oddaje vzorcev do vključitve v 
raziskavo so v povprečju minile 3,5 ure. V raziskavo niso bili vključeni vzorci, pri katerih je 
od oddaje minilo več kot 4,5 ure.  
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3.9 VZORCI SEMENA 
V raziskavi je bilo uporabljenih 27 svežih vzorcev semena. Pred raziskavo so bili določeni 
osnovni parametri kakovosti semena (WHO ..., 2010). Pred izvedbo raziskave je bila 
določena koncentracija in gibljivost semenčic s pomočjo računalniške analize semenskega 
vzorca. Za računalniško analizo je bil uporabljen program Sperm  Class Analyzer (SCA5).  
3.9.1 Laboratorijski pregled semena pred zamrzovanjem 
Laboratorijski pregled semenskega izliva je pomemben, saj lahko na podlagi tega 
diagnosticiramo morebitne vzroke neplodnosti pri moških. Izraz normozoospermija se 
nanaša na semenski izliv, ki dosega normalne vrednosti po vseh kriterijih, ki določeni pri 
analizi semena (Cooper in sod., 2010):  
 volumen semenskega izliva mora biti večji ali enak 1,5 mL,  
 koncentracija semenčic mora biti višja ali enaka 15 milj./mL, 
  skupno število semenčic v ejakulatu mora biti višje ali enako 39 milijonom,  
 skupna gibljivost semenčic v vzorcu mora  biti enaka ali presegati 40 %, 
  progresivna gibljivost semenčic mora biti enaka ali višja kot 32 % vseh semenčic, 
 v semenskem izlivu mora biti vsaj 4 % vseh semenčic ocenjenih kot morfološko 
normalnih, 
 vitalnost semenčic mora biti višja ali enaka 58 % vseh semenčic. 
Izraz astenozoospermija se nanaša na zmanjšan odstotek gibljivih semenčic v semenskem 
izlivu. Moški so diagnosticirani z astenozoospermijo takrat, kadar je odstotek vseh gibljivih 
semenčic v vzorcu nižji od 40 %, ali kadar je odstotek progresivno gibljivih semenčic nižji 
od 32 %.  
 
Izraz teratozoospermija se nanaša na nizek odstotek morfološko pravilnih semenčic v 
semenskem izlivu. Moški so diagnosticirani s teratozoospermijo takrat, kadar je odstotek 
morfološko normalnih semenčic v izlivu ocenjen na manj kot 4 % po striktnih kriterijih in 
na manj kot 14 % po striktnih Krugerjevih kriterijih.  
 
Semenski vzorci, ki so bili uporabljeni v raziskavi, so bili razdeljeni v skupino z 
normozoospermijo in astenozoospermijo samo glede na odstotek gibljivih semenčic v 
vzorcu. Morfologija pri razdelitvi ni bila upoštevana.  
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3.9.1.1 Ročno štetje gibljivih in negibljivih semenčic v vzorcu 
Koncentracijo in odstotek gibljivih semenčic v vzorcu lahko ocenimo z ročnim štetjem 
semenčic. Seme pred analizo premešamo s pipeto. Nato prenesemo kapljico vzorca z 
volumnom 10 µL na objektno stekelce z globino 10 µm, kjer se nahaja mreža za določitev 
koncentracije (Makler Counting Chamber, Irvine Scientific). S pomočjo števca ročno 
preštejemo odstotek gibljivih, na mestu gibljivih in negibljivih semenčic. Vse tri parametre 
seštejemo in dobimo koncentracijo  semenčic v vzorcu na mililiter. Za celotno analizo 
semena so pomembni tudi drugi parametri, kot so ocenitev  volumna, pH, viskoznosti, 
utekočinjanja in morfologije semenčic (WHO ..., 2010).  
Pomanjkljivost ročnega štetja semenčic je v pomanjkanju objektivnosti rezultatov. 
Koncentracija in odstotki gibljivih semenčic se lahko precej razlikujejo med posamezniki, 
ki izvajajo analizo semena. Jorgensen in sod. (1997) so v raziskavi med seboj primerjali 
ocenitev volumna, koncentracije, gibljivosti in morfologije semenčic istega semenskega 
vzorca s strani štirih različnih laboratorijev. Ugotovili so visoko variabilnost med laboratoriji 
v primeru ocenjevanja gibljivosti in morfologije semenčic. 
3.9.1.2 Računalniška analiza gibljivosti semenčic  
S pomočjo računalniške analize gibljivosti semena (Computer - assisted sperm analysis - 
CASA) lahko objektivno ocenimo gibljivost semenčic v določenem vzorcu semena. Novejši 
računalniški sistemi nudijo avtomatsko analizo večih vidnih polj, kjer je analizirana 
gibljivost semenčic. Različni programi lahko analizirajo od 500 do 2000 semenčic na polje. 
Pri tem posnamejo posnetek s 50 do 60 sličicami na sekundo (Amann in Waberski, 2014).  
Za računalniško analizo gibljivosti semena potrebujemo mikroskop, videokamero in  
ustrezen računalniški program. Med analizo vzorca semena kamera posname zelo kratek 
videoposnetek gibanja semenčic. Računalniški program in mikroskop morata za ocenjevanje 
gibljivosti semena imeti nastavljene določene parametre, da lahko računalnik razlikuje med 
dejanskimi semenčicami in nečistočami, ki so prav tako prisotne v vzorcu.  
Uporabljena morajo biti posebna objektna stekelca za enkratno uporabo, na katera nanesemo 
vzorec semena. Globina komore stekelca mora biti med 10 in 20 µm. Ta še vedno omogoča 
prosto gibanje semenčic po komori, hkrati pa je globina dovolj majhna, da se semenčice 
gibljejo v eni ravnini. Na vsakem stekelcu se nahajata dve števni komori (WHO ..., 2010).  
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Slika 8: Prikaz računalniške analize gibljivosti semena 
Na sliki 8 je prikazana računalniška analiza gibljivosti semenčic. Z računalniškim 
programom Sperm Class Analyzer (SCA5) lahko zaznamo tri parametre gibljivosti 
semenčic: daljše rdeče črte na sliki predstavljajo progresivno gibljive semenčice, ki se 
gibljejo linearno ali v večjih krogih. Program razlikuje tudi med hitro in počasi progresivno 
gibljivimi semenčicami, ki jih z ročnim štetjem ne moremo razlikovati. Modre krajše črtice 
na sliki predstavljajo na mestu gibljive semenčice. Te se lahko gibljejo v manjših krogih ali 
pa so povsem na mestu, zaznamo le miganje z repom. Manjše rumene pike predstavljajo 
negibljive semenčice. Računalnik oceni koncentracijo progresivno gibljivih, na mestu 
gibljivih in negibljivih semenčic. Iz posameznih koncentracij nato izračuna odstotke vseh 
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Slika 9: Prikaz različnih parametrov gibanja semenčic (WHO ..., 2010) 
Na podlagi računalniške analize gibljivosti semenčic lahko določimo naslednje parametre 
gibljivosti semenčic: 
 hitro progresivno gibljive semenčice, 
 počasi progresivno gibljive semenčice,  
 na mestu gibljive semenčice,  
 negibljive semenčice.  
Prednost računalniške analize je med drugim ta, da nam omogoča bolj podrobno analizo 
gibanja semenčic. Na sliki 9 so prikazani naslednji parametri gibanja semenčic (WHO …, 
2010):  
 Hitrost vijugaste poti semenčice (angl. curvilinear velocity  -  VCL): Povprečna 
hitrost, s katero se semenčica giblje po svoji vijugasti poti, oziroma dela zavoje 
[µm/s] 
 Povprečna hitrost semenčice v celotni poti (angl. average path velocity  -  VAP) 
[µm/s] 
 Povprečna hitrost v poti semenčice od začetne do končne točke (angl. Straight line 
velocity  - VSL) [µm/s] 
 Odklon ob premikanju glave semenčice (angl. amplitude of lateral head 
displacement - ALH) [µm] 
 Sprememba kota gibanja semenčice (angl. Mean angle displacement – MAD) [°] 
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Z računalniško analizo lahko določimo tudi druge parametre gibljivosti (WHO …, 2010):  
 Linearnost vijugaste poti (angl. Linearity – LIN) [%] 
 Linearnost celotne poti (angl. Straightness – STR) [%] 
 Frekvenca premikanja bička (angl. Beat cross frequency – BCF) [Hz] 
Pred raziskavo je bil semenski izliv analiziran po kriterijih WHO (Preglednica 1). Ocenjen 
je bil volumen, pH, in viskoznost semena. Po enem tednu je bila določena še morfologija 
semenčic nativnih vzorcev. Koncentracija in odstotek gibljivih semenčic sta bila določena s 
pomočjo računalniške analize. Gibljivost semenčic s pomočjo računalniške analize je lahko 
ocenjena v nativnih vzorcih brez redčenja. 
 
Preglednica 1: Povprečne vrednosti in standardni odkloni osnovnih parametrov semena (WHO ... , 2010) 
Karakteristika Povprečna vrednost in 
standardni odklon 
Starost pacienta [leta] 34±6,6 








Čas od oddaje semena 







Za določanje gibljivosti semenčic morata biti izpolnjena naslednja kriterija (WHO ..., 
2010):  
 Koncentracija semenčic v vzorcu mora biti med 2 milj./mL in 50 milj./mL. V kolikor 
je koncentracija višja od 50 milj./mL moramo vzorec redčiti, da dobimo nižjo 
koncentracijo.  
 Za objektivno analizo moramo z računalniškim programom analizirati gibljivost vsaj 
200 semenčic. Za optimalno analizo je priporočljivo analizirati vsaj 400 semenčic. 
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3.10 METODE ZAMRZOVANJA SEMENA 
Za izvedbo dvostopenjskega in ultrahitrega zamrzovanja semena smo potrebovali naslednjo 
opremo:  
 Svetlobni mikroskop, 10x povečana (Nikon) 
 grelna plošča (37°C); 
 računalniški program Sperm Counter (SCA5) za analizo gibljivosti semena; 
 tekoči dušik; 
 škatla iz stiropora; 
 kovinsko stojalo; 
 manjša kovinska plošča; 
 pipete Pasteur (Falcon); 
 igle (TIK d.o.o.); 
 inzulinke (BD Plastipak); 
 pipete za večkratno uporabo (BIOHIT); 
 nastavki za pipeto (10 µL); 
 plastične slamice za zamrzovanje semena (Cryo Bio System); 
 plastične krioposodice za zamrzovanje semena (Greiner Labortechnik); 
 plastični pokrovčki za neprodušno zapiranje krioposodic (Greiner Labortechnik); 
 Sperm Freeze Medium (Fertipro): medij vsebuje glicerol, 4 g/LHSA (humani 
serumski albumin), 20 mM HEPES in 20 mM saharozo.  
 Freezing Medium TEST Yolk Buffer (Irvine Scientific): medij vsebuje 20 % 
jajčni rumenjak, 12 % glicerol in 10 µg/mL gentamicin sulfata; 
 stekelca Leja (globina 20 µm); 
 stekelca Cell Vu (globina 20 µm); 
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Pred zamrzovanjem smo pripravili škatlo iz stiropora v kateri je bil nameščen  kovinski 
nosilec.  Škatlo smo napolnili s tekočim dušikom za eno tretjino celotnega volumna. Na 
kovinski nosilec smo položili kovinsko ploščo, ki je bila predhodno sterilizirana.  
 Prav tako smo pripravili škatlo iz stiropora, v katero smo namestili manjši kovinski nosilec. 
Ta je bil namenjen dvostopenjskemu zamrzovanju slamic na pari tekočega dušika. V škatlo 
smo natočili manjšo količino tekočega dušika.  
Pripravili smo še ostalo opremo, ki smo jo potrebovali pri izvedbi raziskave. Med to opremo 
so spadale pipete Pasteur, igle, inzulinke, slamice za zamrzovanje semena in plastične 
krioposodice. Prav tako smo pripravili mikroskop, kamero in računalniški program Sperm 
Class Analyzer za analizo gibljivosti semena.  
3.11 PRIPRAVA MEDIJEV ZA ZAMRZOVANJE SEMENA 
Po predhodni analizi smo semenski vzorec razdelili na dva volumsko enaka dela in ju 
prenesli v dve epruveti. Semenski vzorec v obeh epruvetah smo pred zamrzovanjem redčili 
z medijema Sperm Freeze in TEST Yolk Buffer po ustreznem protokolu. 
3.11.1 Medij Sperm Freeze 
V prvo epruveto z vzorcem smo dodali krioprotektant Sperm Freeze Medium. Dodan je bil 
v volumnu, ki je znašal 70 % celotnega volumna semena. Medij smo vzorcu dodajali 
postopoma, po manjših kapljicah. Po dodatku vsake kapljice smo vzorec semena premešali. 
Nato smo vzorec semena z medijem inkubirali na sobni temperaturi za 10 minut. 
3.11.2 Medij TEST Yolk Buffer 
V drugo epruveto z vzorcem semena smo dodali krioprotektant TEST Yolk Buffer. Dodan je 
bil v razmerju 1:1 glede na volumen semenskega vzorca v epruveti. Medij smo vzorcu prav 
tako dodajali postopoma, po manjših kapljicah. Po dodatku vsake kapljice smo vzorec 
semena premešali. Nato smo vzorec semena z medijem inkubirali na sobni temperaturi za 
10 minut. 
3.12 PRIMERJANA POSTOPKA ZAMRZOVANJA 
Oba vzorca v epruveti smo ponovno razdelili na dva volumsko enaka dela. Prvi del vzorca, 
ki je vseboval krioprotektant, smo zamrznili po metodi dvostopenjskega zamrzovanja 
semena v slamicah. Drugi del vzorca smo zamrznili po testni metodi ultrahitrega 
zamrzovanja semena v mikrokapljicah.  
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3.12.1 Dvostopenjsko zamrzovanje semena v slamicah 
Po inkubaciji smo z vzorcem semena napolnili plastične slamice s pomočjo inzulinke. Polne 
slamice smo na končnem delu toplotno zavarili. Tako smo omogočili neprodušno zapiranje 
slamic. Te smo nato položili na kovinski nosilec, ki se je nahajal 1 cm nad gladino tekočega 
dušika. Na pari tekočega dušika je vzorec v slamicah počasi zamrznil. Slamice so bile 
izpostavljene pari tekočega dušika za 30 minut.  Po pretečenem času smo slamice v celoti 
potopili v tekoči dušik. Shranili smo jih v kontejnerju, napolnjenim s tekočim dušikom.  
3.12.2 Ultrahitro zamrzovanje semena v mikrokapljicah 
Med inkubacijo smo pripravili že prej omenjeno škatlo iz stiropora, napolnjeno s tekočim 
dušikom. Na kovinski nosilec smo položili kovinsko ploščico, ki se je na pari tekočega 
dušika ohladila. Po inkubaciji smo s pomočjo pipete na kovinsko ploščico odpipetirali 10µL 
kapljice vzorca v obliki manjših kroglic. Kapljice so na pari tekočega dušika takoj zamrznile. 
Zamrznjene kapljice smo s pomočjo manjše žličke previdno prenesli v krioposodico, ki smo 
jo držali potopljeno v tekoči dušik. Nato smo jo previdno zaprli s pokrovčkom, ki omogoča 
neprodušno zapiranje in jo v celoti potopili v tekoči dušik. Krioposodice z zamrznjenimi 
kapljicami smo shranili v kontejnerju s tekočim dušikom. 
3.13 METODA ODMRZOVANJA SEMENA 
Odmrzovanje vzorcev je pri obeh metodah zamrzovanja potekalo po enakem protokolu. V 
postopku odmrzovanja smo slamice in krioposodice prenesli neposredno s tekočega dušika 
pod toplo vodo, ki je imela temperaturo 37 °C. Ko se je vzorec odtalil, smo slamice in 
krioposodice prenesli v laminar. Slamice smo previdno prerezali s sterilnimi škarjami. 
Vsebino slamic smo prenesli v čisto epruveto. V primeru kriovial  smo odprli pokrovček in 
odtaljen vzorec prenesli v novo epruveto.Takoj po odmrznitvi smo prenesli kapljico vzorca 
z volumnom 3 µL na števno komoro in začeli z računalniško analizo gibljivosti. Po 
odmrzovanju vzorca nismo dodatno razredčevali s svežim medijem.  
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3.14 OCENJEVANJE GIBLJIVOSTI SEMENČIC 
Ocenjevanje gibljivosti semenčic po odmrzovanju je bilo izvedeno avtomatsko. V ta namen 
je bil uporabljen program Sperm Class Analyzer (SCA5). Za analizo smo uporabili stekelca 
Leja in Cell Vision z 20 mikroni. Vzorce smo opazovali pod svetlobnim mikroskopom z 10 
x povečavo. Plošča na mikroskopu je bila ogrevana na 37 °C. S pomočjo kamere in programa 
smo naredili posnetke vidnih polj, ki smo jih ujeli z mikroskopom. Za vsak vzorec smo 
posneli vsaj 10 vidnih polj, da smo dobili čim bolj točen odstotek koncentracije in gibljivosti 
semenčic. Ko je prišlo na posnetkih do manjših napak v zaznavi gibljivih in negibljivih 
semenčic smo jih popravili ročno.  
3.15 SPREMLJANI PARAMETRI 
S pomočjo programa smo določili:  
 skupen odstotek gibljivih in negibljivih semenčic po odmrzovanju; 
 odstotek progresivno gibljivih semenčic po odmrzovanju; 
 odstotek hitro progresivno gibljivih semenčic po odmrzovanju; 
 hitrost vijugaste poti po odmrzovanju (VCL). 
3.16 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Iz števila gibljivih in negibljivih semenčic pred in po zamrzovanju smo izračunali odstotek 
zmanjšanja celotne gibljivosti semenčic po odmrznitvi vzorca. Nato smo izračunali 
povprečno vrednost zmanjšanja gibljivosti semenčic. Ta je bila izračunana tako v primeru 
celotne skupine kot tudi v primeru skupine z normozoospermijo in astenozoospermijo. 
Povprečne vrednosti zmanjšanja gibljivosti smo med seboj primerjali statistično. Za 
statistično analizo je bil uporabljen t-test. Za statistično analizo skupine z normozoospermijo 
in astenozoospermijo je bil uporabljen statistični test ANOVA. V raziskavi je bil primerjan 
povprečen odstotek hitro progresivno in progresivno gibljivih semenčic pred in po 
zamrzovanju semena. Za statistično analizo je bil prav tako uporabljen t-test. Za statistično 
značilnost je bilo uporabljeno merilo P < 0,05. 
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Po analizi semenskih vzorcev s programom Sperm Counter pred in po zamrzovanju semena 
je bilo ugotovljeno vidno zmanjšanje gibljivih semenčic. Mogoče je bilo zaznati predvsem 
upad progresivno gibljivih semenčic. Sicer je pričakovano, da se gibljivost semenčic po 
odmrzovanju vzorcev semena zmanjša za določen odstotek. Do tega pride zaradi številnih 
stresnih dejavnikov, katerim so semenčice izpostavljene v procesu zamrzovanja in 
odmrzovanja. Dosedanje raziskave kažejo, da se po procesu zamrzovanja in odmrzovanja v 
semenskem vzorcu v povprečju preživi le okoli 60 % ali manj semenčic (Tongdee in sod., 
2015). Temu primerno se v vzorcu zmanjša tudi gibljivost semenčic.  
Preglednica 2: Prikaz povprečnih vrednosti in standardnih odklonov celotne koncentracije semenčic, 
koncentracije gibljivih semenčic in odstotka gibljivih semenčic pred zamrzovanjem 









Normozoospermija 51,1±21,0 25,2±10,2 49,3±7,5 
Astenozoospermija 38,6±15,3 9,8±4,5 25,3±16,5 
Skupaj 44,8±19,2 16,7±8,1 37,3±16,5 
V raziskavo je bilo vključenih 27 semenskih vzorcev. 15 analiziranih vzorcev je bilo 
diagnosticiranih z normozoospermijo, 12 pa z astenozoospermijo, kar je pomenilo, da je bila 
pri slednjih skupna gibljivost semenčic manjša od 40 %, ali pa je bila gibljivost progresivno 
gibljivih semenčic manjša od 32 %. Določena je bila povprečna koncentracija semenčic, 
gibljivih semenčic in povprečen odstotek gibljivih semenčic (Preglednica 2).  Raziskava je 
potekala tako, da je bilo prvotno med seboj primerjanih vseh 27 vzorcev glede na zmanjšano 
gibljivost semenčic. Nato so bili med seboj primerjani še vzorci z normozoospermijo in 
astenozoospermijo. S tem smo želeli ugotoviti, ali se je zmanjšanje gibljivosti razlikovalo v 
primeru vzorcev z normozoospermijo in astenozoospermijo. 
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4.1 SPREMEMBA GIBLJIVOSTI SEMENČIC VSEH ANALIZIRANIH VZORCEV 
Preglednica 3: Prikaz povprečnih koncentracij, koncentracij in odstotkov gibljivih semenčic ter sprememb 

























Sperm Freeze Dvostopenjsko 23,4±11,3 4,9±5,1 18,9±10,4 -51 
 Ultrahitro 21,5±11,4 4,0±4,0 17,3±9,5 -55,5 
TEST Yolk 
Buffer 
Dvostopenjsko 20,8±10,9 3,8±3,4 17,5±9,5 -55,2 
 Ultrahitro 20,4±10,6 3,5±3,2 15,8±8,0 -57,8 
 
Po odmrzovanju se je delež gibljivih semenčic zmanjšal pri obeh metodah zamrzovanja in 
ob uporabi obeh medijev za zamrzovanje (Preglednica 3). V tem primeru se je celotna 
gibljivost semenčic v povprečju zmanjšala za 51,9 %. Sicer je bil odstotek gibljivih semenčic 
po odmrzovanju dovolj visok, da bi lahko seme uporabili v postopku umetne oploditve. Iz 
tabele lahko razberemo, da so bili odstotki gibljivih semenčic po odmrzovanju podobni v 
primeru uporabe obeh metod zamrzovanja in obeh medijev. Prav tako lahko iz tabele 
razberemo, da je bil najmanjši odstotek gibljivosti semenčic in največji padec zmanjšanja 
gibljivosti pri metodi zamrzovanja v mikrokapljicah in ob uporabi medija z jajčnim 
rumenjakom (TYB). Pa vendar ta razlika v primerjavi z ostalimi ni bila statistično značilna 
(P > 0,05). V statistični analizi podatkov so bili med seboj primerjani deleži vseh gibljivih 
semenčic po odmrzovanju in odstotki zmanjšanja gibljivosti pri različnih parametrih. Glede 
na rezultate ni bilo ugotovljenih statistično pomembnih razlik (P > 0,05). 
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4.2 SPREMEMBA GIBLJIVOSTI SEMENČIC V PRIMERU NORMOZOOSPERMIJE 
IN ASTENOZOOSPERMIJE 
Preglednica 4: Prikaz povprečnih koncentracij, koncentracij in odstotkov gibljivih semenčic ter sprememb 





















Sperm Freeze Dvostopenjsko 25,8±12,2 7,6±6,1 25,5±9,0 -48,9 
 Ultrahitro 23,5±12,5 5,8±3,7 23,8±6,8 -51,8 
TEST Yolk Buffer Dvostopenjsko 22,4±11,9 6,2±4,7 23,9±6,9 -51,3 
 Ultrahitro 22,5±12,6 5,3±3,6 21,0±6,1 -57,6 
Preglednica 5: Prikaz povprečnih koncentracij, koncentracij in odstotkov gibljivih semenčic ter sprememb 






















Sperm Freeze Dvostopenjsko 19,4±9 2,3±1,5 12,3±7,2 -53,7 
 Ultrahitro 17,9±9,2 1,8±1,1 10,9±7,0 -60,1 
TEST Yolk Buffer Dvostopenjsko 17,8±9,2 1,8±1,1 11,2±7,8 -60,2 
 Ultrahitro 16,7±7,2 1,6±0,7 10,6±6 -58 
 
Odstotek zmanjšanja gibljivosti semenčic je bil analiziran tudi v primeru normozoospermije 
(Preglednica 4) in astenozoospermije (Preglednica 5). S pomočjo izračunov je bilo 
ugotovljeno, da se je v primeru normozospermije odstotek gibljivih semenčic zmanjšal 
skupno za 52,4 %. V primeru astenozoospermije se je ta v povprečju zmanjšal za 58,0 %. Ta 
odstotek je sicer višji, vendar razlika med obema skupinama ni statistično značilna (P = 
0,058). Iz preglednice 5 lahko razberemo, da se je v primeru astenozoospermije gibljivost 
semenčic pri vseh štirih parametrih zmanjšala za višji odstotek v primerjavi z 
normozoospermijo (Preglednica 4). Največja sprememba med skupinama je bila v primeru 
zamrzovanja semena v slamicah ob uporabi medija TEST Yolk Buffer.  
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Preglednica 6: Statistična analiza zmanjšanja gibljivosti vzorcev v primeru skupine z normozoospermijo  
Statistična primerjava metod Povprečje (1) Povprečje (2) SD (1) SD (2) P 
1.Ultrahitro+SpermFreeze (1) 
Dvostopenjsko +SpermFreeze (2) 51,8 48,9 11,61 13,27 0,528 
2.Ultrahitro+ TEST Yolk Buffer (1) 
Dvostopenjsko+ TEST Yolk Buffer (2) 57,6 51,3 10,02 10,96 0,108 
3.Ultrahitro+SpermFreeze (1) 
Ultrahitro+ TEST Yolk Buffer (2) 51,8 57,6 11,61 10,02 0,150 
4.Dvostopenjsko+SpermFreeze (1) 
Dvostopenjsko+ TEST Yolk Buffer (2) 48,9 51,3 13,27 10,96 0,592 
Preglednica 7: Statistična analiza zmanjšanja gibljivosti vzorcev v primeru skupine z astenozoospermijo 
Statistična primerjava metod Povprečje (1) Povprečje (2) SD (1) SD (2) P 
1.Ultrahitro+SpermFreeze (1) 
Dvostopenjsko+SpermFreeze (2) 60,1 53,7 13,23 18,04 0,328 
2.Ultrahitro+ TEST Yolk Buffer (1) 
Dvostopenjsko + TEST Yolk Buffer (2) 58,0 60,2 17,39 16,08 0,748 
3.Ultrahitro +SpermFreeze (1) 
Ultrahitro+ TEST Yolk Buffer (2) 60,1 58,0 13,23 17,39 0,740 
4.Dvostopenjsko+SpermFreeze (1) 
Dvostopenjsko + TEST Yolk Buffer (2) 53,7 60,2 18,04 16,08 0,357 
 
V preglednicah je prikazana statistična analiza vseh štirih obravnavanih parametrov v 
primeru normozoospemije (Preglednica 6) in astenozoospermije (Preglednica 7). 
Razberemo lahko, da med metodama zamrzovanja v mikrokapljicah in slamicah ni bilo 
statistično značilne razlike tako v skupini z normozoospermijo kot tudi v skupini z 
astenozoospermijo, ne glede na uporabljen medij. Prav tako ni bilo statistično pomembnih 
razlik ob uporabi obeh medijev za zamrzovanje.  
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Slika 10: Prikaz odstotka gibljivih semenčic pred in po ultrahitrem zamrzovanju vseh vzorcev semena ob 
uporabi krioprotektanta Sperm Freeze  
 
Slika 11: Prikaz odstotka gibljivih semenčic pred in po dvostopenjskem zamrzovanju vseh vzorcev semena 
ob uporabi krioprotektanta Sperm Freeze Medium 
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Slika 12: Prikaz odstotka gibljivih semenčic pred in po ultrahitrem zamrzovanju vseh vzorcev semena ob 
uporabi krioprotektanta TEST Yolk Buffer 
 
Slika 13: Prikaz odstotka gibljivih semenčic pred in po dvostopenjskem zamrzovanju vseh vzorcev semena ob 
uporabi krioprotektanta TEST Yolk Buffer 
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Na slikah 10, 11, 12, in 13 vidimo prikaz odstotkov gibljivih semenčic pred in po 
zamrzovanju vseh semenskih vzorcev. Uporabljeni sta bili dve različni metodi 
(dvostopenjsko in ultrahitro zamrzovanje) ter dva različna krioprotektatna (Sperm Freeze 
Medium in TEST Yolk Buffer). Črna puščica na grafu ločuje skupino z normozoospermijo 
in astenozoospermijo. Pri primerih, označenih z zvezdico, se je gibljivost zmanjšala za manj 
kot 50 % v primerjavi z gibljivostjo pred zamrzovanjem.  
Vidimo lahko, da se je v primeru ultrahitrega zamrzovanja semena ob uporabi medija TEST 
Yolk Buffer (Slika 12) gibljivost le petkrat zmanjšala za manj kot 50 %. Najboljši rezultat 
je bil dosežen v primeru dvostopenjskega zamrzovanja ob uporabi medija TEST Yolk Buffer 
(Slika 13). V tem primeru se je gibljivost v enajstih primerih zmanjšala za manj kot 50%. 
Kljub tej razliki med skupinama ni statistično značilne razlike kar se tiče povprečne 
gibljivosti semenčic.  
4.3 HITROST VIJUGASTE POTI (CURVILINEAR VELOCITY-VCL) 
Preglednica 8: Prikaz povprečnih hitrosti in odstotek spremembe hitrosti vijugaste poti semenčic (angl. 







Sperm Freeze Dvostopenjsko 58,46±8,96 -16,15 
 Ultrahitro 59,03±8,98 -15,33 
TEST Yolk 
Buffer 
Dvostopenjsko 56,04±8,64 -19,62 
 Ultrahitro 56,76±8,60 -18,59 
Pred 
zamrzovanjem 
 69,72±10,50 / 
Iz preglednice 8 lahko razberemo povprečne hitrosti vijugaste poti semenčic pred in po 
zamrzovanju vzorca semena po posamezni metodi zamrzovanja. Vidimo lahko, da se je 
hitrost vijugaste poti semenčic po vseh metodah zamrzovanja nekoliko znižala. Odstotek 
spremembe hitrosti je bil pri vseh metodah podoben, statističnih razlik med metodami ni 
bilo. Hitrost vijugaste poti semenčic je v povprečju upadla za 17,4 %, kar je statistično 
značilno v primerjavi s hitrostjo pred zamrzovanjem.  
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4.4 ODSTOTEK HITRO PROGRESIVNO GIBLJIVIH SEMENČIC 
Na sliki 14 je prikazan odstotek hitro progresivno gibljivih semenčic pred in po 
zamrzovanju. V povprečju se je gibljivost progresivno gibljivih semenčic zmanjšala za 46,9 
% Največji upad gibljivosti progresivno gibljivih semenčic je bil viden pri zamrzovanju 
semena v mikrokapljicah ob uporabi medija Sperm Freeze (50,3 %), najmanjši pa pri 
zamrzovanju semena v slamicah ob uporabi medija Sperm Freeze (44,8 %). Tudi v primeru 
zmanjšanja gibljivosti hitro progresivno gibljivih semenčic med štirimi različnimi parametri 
ni bilo statistično značilnih razlik (P > 0,05). 
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4.5 ODSTOTEK PROGRESIVNO GIBLJIVIH SEMENČIC 
Na sliki 15 je prikazan odstotek progresivno gibljivih semenčic pred in po zamrzovanju 
semena. Računalniški program Sperm Counter razlikuje med počasi in hitro progresivno 
gibljivimi semenčicami. Iz rezultatov je razvidno, da se je skupna progresivna gibljivost 
semenčic zmanjšala za višji odstotek kot gibljivost hitro progresivno gibljivih semenčic. V 
povprečju je skupna progresivna gibljivost semenčic upadla za 60,2 %. Največji upad 
gibljivosti je bil, podobno kot v primeru hitro progresivno gibljivih semenčic, pri 
zamrzovanju semena v mikrokapljicah in ob uporabi medija Sperm Freeze. Ta je znašal 62,8 
% Za najbolj uspešno se je izkazalo zamrzovanje semena v slamicah ob uporabi medija 
TEST Yolk Buffer.. V tem primeru je gibljivost upadla za 58,8 %. Pri vseh štirih parametrih 
med zmanjšanjem gibljivosti ni bilo statistično značilnih razlik (P > 0,05). 
 
Slika 15: Prikaz odstotka progresivno gibljivih semenčic pred in po zamrzovanju semena po različnih metodah 
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V raziskavi smo želeli ugotoviti, ali je ultrahitro zamrzovanje semena v mikrokapljicah 
primerljivo s standardno metodo zamrzovanja semena v slamicah glede na odstotek 
zmanjšanja gibljivosti semenčic po odmrznitvi vzorca. Prav tako smo želeli ugotoviti, ali je 
medij za zamrzovanje semena z dodatkom glicerola in  jajčnega rumenjaka (TEST Yolk 
Buffer) primerljiv z medijem, ki ima dodan le glicerol (Sperm Freeze).  
Postavljena hipoteza je bila, da je ultrahitra metoda zamrzovanja v mikrokapljicah enako 
učinkovita kot standardna metoda hitrega zamrzovanja v slamicah. Sklepali smo, da bo 
gibljivost po zamrzovanju semena v mikrokapljicah statistično primerljiva z gibljivostjo 
semenčic po zamrzovanju istega vzorca v slamicah. Pri obeh metodah smo s pomočjo 
računalniškega programa določali odstotek celotne gibljivosti semenčic, progresivno 
gibljivih in hitro progresivno gibljivih semenčic.  
V primeru uporabe dveh različnih medijev smo postavili hipotezo, da bo upad gibljivosti 
semenčic manjši ob uporabi medija TEST Yolk Buffer. Ta za razliko medija, ki se 
standardno uporablja za zamrzovanje semena, ob glicerolu in gentamicin sulfatu vsebuje 
tudi 20 % jajčni rumenjak.  
Za zamrzovanje semena je danes  na voljo več različnih metod in protokolov. Še vedno ni 
na voljo metode, ki bi zagotavljala optimalne rezultate preživelosti semenčic po 
krioprezervaciji. Pri vsaki uporabljeni metodi je odstotek gibljivih semenčic, ki preživijo 
zamrzovanje, relativno nizek (Nallella in sod., 2004). To je v nasprotju s teoretičnimi 
principi kriobiologije, ki trdi, da je uspešnost zamrzovanja večjih celic nižja v primerjavi z 
manjšimi celicami (Vlaisavljević in Kovačič, 1993). Težava je v prevelikem volumnu v 
primerjavi s površino. Zaradi tega neugodnega razmerja je velike celice, kot so jajčne celice 
in blastomere, zelo težko dehidrirati pred zamrzovanjem. Nove tehnike vitrifikacije danes 
omogočajo skoraj 100 % preživelost zarodkov in po prenosu teh v maternico popolnoma 
primerljive klinične rezultate, kot bi jih dosegli s svežimi zarodki. Glede na majhnost 
semenčic je presenetljivo, da je njihovo preživetje v primerjavi z zarodki tako nizko.  
Nekatere metode zamrzovanja semena, kot so počasno in hitro zamrzovanje, se v 
laboratorijih OBMP rutinsko uporabljajo. Večina metod ultrahitrega zamrzovanja semenčic 
do danes ostaja na raziskovalnem nivoju. Pri uporabi tehnike ultrahitrega zamrzovanja 
semena je gibljivost semenčic po nekaterih raziskavah nižja v primerjavi s počasnim 
zamrzovanjem (Tongdee in sod., 2015).  
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Kot standarden medij za zamrzovanje semena se najpogosteje uporabljajo mediji z dodatkom 
glicerola. Redkeje so uporabljeni mediji, ki imajo ob glicerolu dodan tudi jajčni rumenjak. 
Raziskave kažejo, da je gibljivost semenčic po odmrzovanju vzorca višja ob dodatku 
jajčnega rumenjaka v mediju. (Jaskey in Cohen, 1981). 
5.1 USPEŠNOST ULTRAHITREGA ZAMRZOVANJA SEMENA V 
MIKROKAPLJICAH  
Ob primerjavi znižanja deleža gibljivih semenčic istih semenskih vzorcev  po 
dvostopenjskem in ultrahitrem zamrzovanju smo dobili statistično primerljive rezultate med 
obema metodama. Iz rezultatov lahko sklepamo, da je testna metoda ultrahitrega 
zamrzovanja semena v mikrokapljicah primerljivo učinkovita s standardno metodo hitrega 
zamrzovanja semena v slamicah. Odstotek znižanja gibljivih semenčic med obema 
metodama se ni statistično razlikoval. Po odmrzovanju je bilo v primeru obeh metod na voljo 
dovolj gibljivih semenčic za uporabo semenskega vzorca v postopku zunajtelesne oploditve.  
Na temo ultrahitrega zamrzovanja semena v več manjših volumnih je bilo predhodno 
izvedenih več raziskav (Isachenko in sod., 2011; Jin in sod., 2010; Desai in sod., 2004). V 
raziskavah se pogosto pojavlja ultrahitro zamrzovanje brez krioprotektanta.  
Isachenko in sod. (2011) so v raziskavi med seboj primerjali štiri različne tehnike 
ultrahitrega zamrzovanja semena. Primerjali so vitrifikacijo semena na kovinski zanki, v 
mikroslamicah, odprtih slamicah ter v mikrokapljicah. Seme je bilo zamrznjeno brez dodatka 
krioprotektanta. Analiza rezultatov je pokazala, da med posameznimi vitrifikacijskimi 
metodami ni bilo statistično pomembnih razlik. Gibljivost semenčic po zamrzovanju je v 
povprečju upadla za 40 %.  
Jin in sod. (2010) so v raziskavi volumsko manjše vzorce semena zamrznili v 
mikrokapljicah. Pred zamrzovanjem vzorcem semena niso dodali kriprotektanta, Uspešnost 
zamrzovanja so primerjali s standardno metodo zamrzovanja v slamicah. Po odmrznitvi je 
bil odstotek preživelosti semenčic nizek v obeh skupinah. Vendar med skupinama ni bilo 
statistično značilne razlike v preživelosti semenčic. 
Ultrahitro zamrzovanje semena je lahko izvedeno na različne načine. Velikokrat se omenja 
zamrzovanje posameznih semenčic na najlonskih zankah. Raziskave kažejo, da je ob 
dodatku različnih krioprotektantov preživelost semenčic visoka (Desai in sod., 2004).  
Iz rezultatov naše in zgoraj opisanih raziskav lahko zaključimo, da je preživelost semenčic 
po ultrahitrem zamrzovanju semena primerljiva s standardnimi metodami zamrzovanja. 
Številne raziskave omenjajo visoko preživelost semenčic tudi ob odsotnosti krioprotektanta. 
Ta tehnika bi bila še hitrejša in cenejša v primerjavi z našo raziskavo.  
Metoda ultrahitrega zamrzovanja v mikrokapljicah ima številne prednosti pred ostalimi 
metodami za zamrzovanje semena. Je zelo hitro izvedljiva, cenejša in enostavnejša od ostalih 
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metod. Večje izkušnje za izvedbo niso potrebne . Največja prednost  je zamrzovanje enega 
vzorca semena v več manjših volumnih, kar bi omogočilo shranjevanje enega vzorca semena 
v več manjših alikvotih.  To bi bilo še posebej koristno v primerih donorskega semena, in 
zamrzovanja semena onkoloških bolnikov pred zdravljenjem (Tongdee in sod., 2015). Prav 
tako bi bila metoda ustrezna v primerih težje oligozoospermije, kriptozoospermije in 
zamrzovanja biopsije testisa, kjer je pomembno, da se čim več semenčic ohrani. (Desai in 
sod., 2004).  
5.2 USPEŠNOST ZAMRZOVANJA OB DODATKU MEDIJA TEST YOLK BUFFER 
Ob primerjavi dveh medijev za zamrzovanje semena smo ugotovili, da se znižanje gibljivosti 
v obeh primerih ni med seboj statistično razlikovalo. Pričakovano je bilo, da bo gibljivost 
semenčic večja v primeru uporabe medija z jajčnim rumenjakom in glicerolom (TEST Yolk 
Buffer). Hallak in sod. (2000) so v raziskavi testirali učinkovitost medija TEST Yolk Buffer 
z dodanim jajčnim rumenjakom. Tega so primerjali z medijem, ki je vseboval le glicerol.  V 
raziskavi so ugotovili, da se je več gibljivih semenčic ohranilo ob uporabi medija TEST Yolk 
Buffer. Ob uporabi medija z glicerolom je bila gibljivost semenčic statistično značilno nižja.  
Hammadeh in sod. (2001) so v raziskavi primerjali kromatinske in morfološke spremembe 
semenčic dodatku medija TEST Yolk Buffer in Human Sperm Preservation Medium. Slednji 
ima zelo podobno sestavo kot Sperm Freeze Medium. Obema medijema je kot krioprotektant 
dodan glicerol. V raziskavi je bilo ugotovljeno, da je TEST Yolk Buffer prispeval k boljši 
ohranitvi kromatiske in morfološke strukture semenčic.  
Schuster in sod. (2003) so izvedli raziskavo, v kateri so ultrahitro zamrzovanje semena na 
najlonskih zankah primerjali s standardno metodo zamrzovanja semena. Uspešnost 
zamrzovanja so opazovali v primerih uporabe različnih krioprotektantov. Ugotovili so, da je 
bila med ultrahitrim zamrzovanjem semena na zankah uspešnost primerljiva s standardno 
metodo le v primeru uporabe medija TEST Yolk Buffer.  
V raziskavi med znižanjem gibljivosti ni bilo statistično značilne razlike ob uporabi obeh 
medijev. S tem ne moremo potrditi hipoteze, da dodatek jajčnega rumenjaka prispeva k boljši 
gibljivosti semenčic. Sklepamo pa lahko, da je medij TEST Yolk Buffer primerljivo 
učinkovit kot standarden medij za zamrzovanje semena. Lahko bi ga uporabili kot alternativo 
za zamrzovanje semena. 
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5.3 PRIMERJAVA GIBLJIVOSTI SEMENČIC MOŠKIH Z NORMOZOOSPERMIJO IN  
ASTENOZOOSPERMIJO  
V raziskavi je bilo obravnavanih 15 vzorcev moških z diagnosticirano normozoospermijo in 
12 z astenozoospermijo. Pri pacientih z astenozoospermijo je odstotek progresivno gibljivih 
semenčic v vzorcu manjši od 32 %. V raziskavi smo želeli ugotoviti, za kakšen odstotek se 
bo po zamrzovanju in odtajanju zmanjšala gibljivost semenčic v primeru normozoospermije 
in astenozoospermije. Primerjan je bil odstotek zmanjšanja gibljivosti semenčic v obeh 
omenjenih skupinah. Pričakovali smo višji upad gibljivosti semenčic v vzorcih z 
astenozoospermijo. Ta je pogosto vzrok za neplodnost moških (Curi in sod., 2003). Zaradi 
slabše kvalitete nativnega  semena bi pričakovali višji upad gibljivih semenčic po procesu 
zamrzovanja.  
Glede na rezultate je bilo ugotovljeno, da je gibljivost semenčic pri vzorcih z 
astenozoospermijo upadla za višji odstotek v primerjavi z normozoospermijo.  Vendar med 
obema skupinama ni bilo statistično značilne razlike v upadu gibljivosti semenčic. Prav tako 
med skupinama ni bilo statistično značilne razlike med  uporabljenima metodama in 
medijem za zamrzovanje. Ob primerjavi je bil odstotek upada gibljivosti podoben. Z našo 
raziskavo torej ne moremo statistično potrditi, da je upad gibljivosti semenčic v primeru 
zamrzovanja semena večji, kadar gre za paciente z diagnosticirano astenozoospermijo. Kljub 
temu lahko iz rezultatov sklepamo, da je bil odstotek zmanjšanja gibljivosti le nekoliko višji 
v skupini z astenozoospermijo. Na tem področju bi bilo potrebno izvesti dodatne raziskave.  
Mossad in sod. (1994) so v raziskavi primerjali negativne vplive zamrzovanja semena pri 
pacientih z dokazano neplodnostjo. Ugotovili so, da je bil upad gibljivih semenčic pri 
pacientih z astenozoospermijo statistično primerljiv z donorskimi vzorci. S tem lahko 
potrdimo rezultate raziskave. Astenozoospermija nima večjega vpliva na dodatno 
zmanjšanje gibljivosti semenčic po odmrzovanju.  
5.4 SPREMEMBA HITROSTI VIJUGASTE POTI SEMENČIC  
Larsen in sod. (2000) so v raziskavi ugotavljali povezave med parametri gibljivosti 
semenčic, zaznanimi z računalniškim programom in plodnostjo moških. Ugotovili so, da ima 
parameter VCL napovedno vrednost za plodnost moških. Pri  progresivno gibljivih 
semenčicah je hitrost vijugaste poti večja ali enaka kot 25 µm/s. To je najbolj signifikanten 
parameter za napoved možnosti naravnega spočetja.  
Po zamrzovanju in odmrzovanju vzorcev se je hitrost vijugaste poti v povprečju zmanjšala 
za 17,4 %, kar je statistično značilna razlika v primerjavi s hitrostjo pred zamrzovanjem.  
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Iz rezultatov lahko vidimo, da se je po odmrzovanju semena hitrost vijugaste poti nekoliko 
zmanjšala, vendar je bila hitrost v vseh primerih večja od 25 µm/s. Tako ultrahitro, kot 
dvostopenjsko zamrzovanje ni imelo večjega vpliva na zmanjšanje hitrosti gibanja semenčic. 
Prav tako niso bile opažene razlike v primeru uporabe dveh različnih medijev. Med vsemi 
preučevanimi parametri ni bilo statistično značilnih razlik v hitrosti vijugaste poti po 
odmrzovanju semena.  
Po pripravi semenskega vzorca bi bilo s programom za računalniško analizo gibljivosti 
smiselno ocenjevati tudi hiperaktivacijo semenčic. Hitrost vijugaste poti je eden izmed 
pomembnih parametrov, s katerim lahko ocenimo, ali je semenčica dosegla nivo 
hiperaktivacije.  
5.5 PREDNOSTI ULTRAHITREGA ZAMRZOVANJA SEMENA V 
MIKROKAPLJICAH 
Glavna prednost ultrahitrega zamrzovanja semena v več manjših kapljicah je ta, da bi se 
lahko za en postopek zunajtelesne oploditve odmrznila le ena kapljica vzorca semena. Ta bi 
se uporabila v postopku zunajtelesne oploditve. Preostale kapljice bi ostale zamrznjene za 
morebitne naslednje postopke. S tem bi se izognili večkratnemu odvzemu semenskega 
vzorca, saj bi lahko en ejakulat uporabili v več postopkih zunajtelesne oploditve. Metoda bi 
bila še posebej uporabna v primerih, kjer je koncentracija semenčic v vzorcu zelo nizka. Med 
takšne primere prištevamo težjo oligozoospermijo, kriptozoospermijo in azoospermijo 
(Tongdee in sod., 2015).  
V primerih težje oligozoospermije in kriptozoospermije je zamrzovanje semena pogosto 
problematično. V teh primerih moramo seme pred zamrzovanjem centrifugirati. S tem 
semenčice v vzorcu skoncentriramo v manjšem volumnu. Po centrifugiranju semena 
odstranimo supernatant. V sedimentu dobimo semenčice, ki jih želimo zamrzniti (Martinez-
Soto in sod., 2011). Problem je v dejstvu, da je volumen semena za zamrzovanje zelo nizek. 
Največkrat je za zamrzovanje takšnega volumna dovolj ena slamica. Če želimo takšno seme 
uporabiti v postopku zunajtelesne oploditve, moramo za en postopek odmrzniti ves 
zamrznjen material iz ene slamice. To pomeni, da se celoten volumen semena porabi za ta 
postopek.  Z zamrzovanjem manjših kapljic sedimenta semena bi se lahko za en postopek 
uporabila le ena manjša kapljica vzorca. Ostale kapljice bi ostale zamrznjene. 
 Pri azoospermiji v ejakulatu ne najdemo semenčic. Sledi postopek punkcije testisov (TESA) 
ali biopsije (TESE). Pri tovrstnih postopkih je koncentracija semenčic običajno zelo nizka. 
Zato bi bilo seme prav tako smiselno zamrzniti v več manjših volumnih. Z zamrzovanjem v 
mikrokapljicah bi se izognili ponavljajočim tovrstnim postopkom (Desai in sod., 2004).  
Metoda ultrahitrega zamrzovanja v mikrokapljicah bi bila uporabna v primerih onkoloških 
bolnikov, ki želijo seme zamrzniti pred kemoterapijo, radioterapijo ali raznimi kirurškimi 
posegi. Tovrstna zdravljenja povzročajo neplodnost. Veliko moških ostane neplodnih tudi 
45 
Kovač K. Primerjava … ultrahitrega in dvostopenjskega zamrzovanja semena moških v tekočem dušiku.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za agronomijo, 2018  
 
 
več let po zdravljenju (Nangia in sod., 2013). Iz tega razloga je pomembno, da se čim več 
zamrznjenega  ejakulata ohrani na daljši časovni rok. S tem se zagotovi možnost potencialne 
reprodukcije moškega tudi po zdravljenju. To bi lahko dosegli z odmrzovanjem posameznih 
mikrokapljic semena na en postopek. Ostale mikrokapljice bi ostale zamrznjene dlje časa za 
morebitne nove postopke.  
Donorsko seme je najpogosteje normalne kakovosti.  V Sloveniji so donorji semena relativno 
redki. Zato bi bilo smiselno, posamezen ejakulat zamrzniti po metodi, s katero bi  čim večji 
volumen semena ohranili na daljše časovno obdobje. Kljub dobri kvaliteti bi bilo seme 
smiselno zamrzniti v več manjših volumnih. To bi se lahko kasneje uporabilo v več različnih 
postopkih.  
5.6 OMEJITVE RAZISKAVE 
Metoda ultrahitrega zamrzovanja semena v mikrokapljicah se je izkazala kot učinkovita v 
primerjavi s klasično metodo zamrzovanja semena v slamicah. Treba je izpostaviti, da testna 
metoda še vedno ni povsem izpopolnjena. Na tem področju bi bilo treba izvesti bolj 
podrobne študije.  Metodo bi bilo potrebno iz tehničnega vidika bolj podrobno načrtovati, 
preden bi se odločili za uporabo.   
Glavna omejitev raziskave je bila v relativno majhnem številu vzorcev semena. Ni 
izključeno, da je bil to razlog, da se niso pokazale statistično pomembne razlike med 
skupinami vzorcev, tretiranih na različen način. 
Iz tehničnega vidika je vprašljiva večkratna uporaba iste kovinske plošče za zamrzovanje 
različnih semenskih vzorcev. Takšno kovinsko ploščo bi bilo ob redni uporabi treba 
sterilizirati po vsakem zamrzovanju semena. Boljša rešitev bi bila uporaba manjših 
kovinskih plošč za enkratno uporabo, ki bi se po zamrzovanju zavrgle.  
Opaženo je bilo, da so se med tvorjenjem mikrokapljic na kovinski površini po določenem 
času začeli tvoriti manjši kristalčki ledu.  Če pride vzorec semena ob zamrzovanju v stik s 
kristalčki ledu ima to lahko negativne posledice na preživelost semenčic po odmrzovanju. 
Nevarni so predvsem znotrajcelični kristali ledu. Ti  poškodujejo celico od znotraj. Tvorjenje 
ledenih kristalčkov na kovinski površini je lahko eden izmed vzrokov za nižjo preživelost 
semenčic po odmrzovanju. V kolikor bi se metoda zamrzovanja v mikrokapljicah začela 
redno uporabljati, bi morala biti ta pomankljivost odpravljena. Med pacienti, ki so sodelovali 
v raziskavi je bil precej velik starostni razpon in čas abstinence.  Prav tako  so bili nekateri 
diagnosticirani s teratozoospermijo. To pomeni, da imajo semenčice v vzorcu slabšo 
morfologijo. Ob pregledu morfologije semenčic je bilo najdenih manj kot 4 % morfološko 
pravilnih semenčic. V primeru starejših pacientov in pacientov s teratozoospermijo bi lahko 
bila oslabljena  tudi gibljivost semenčic po odmrznitvi.  
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Pomembna omejitev je tudi v tem, da je bil po zamrzovanju in odmrzovanju opazovan samo 
vpliv tretiranja na gibljivost semenčic, ne pa tudi na njihovo morfologijo. Postopek 
zamrzovanja in odmrzovanja namreč lahko vpliva tudi na morfologijo semenčic. Poleg tega 
so morda vzorci s poslabšano gibljivostjo semenčic in hkrati slabšo morfologijo bolj 
dovzetni za poškodbe med zamrzovanjem/odmrzovanje kot vzorci s samo poslabšano 
gibljivostjo semenčic. 
Metoda je bila testirana na vzorcih semena z normozoospermijo in astenozoospermijo. 
Vzorci z oligozoospermijo v raziskavi niso bili uporabljeni. Z računalniško analizo bi 
namreč težje objektivno določili upad gibljivosti semenčic pri vzorcih z nižjo koncentracijo 
semenčic, kar je bil namen raziskave. Treba je upoštevati tudi dejstvo, da je seme ob dodatku 
medija za zamrzovanje redčeno. Tako je koncentracija semenčic ob odmrzovanju še nižja 
kot prvotno. Zato je še težje objektivno oceniti upad gibljivosti semenčic z računalniško 
analizo. Za zamrzovanje vzorcev semena z oligozoospermijo v mikrokapljicah bi bile 
potrebne dodatne raziskave.  
Treba je izpostaviti tudi dejstvo, da so od ejakulacije do obravnave vzorca za raziskavo 
minile v povprečju več kot 3 ure, saj so bili semenski vzorci najprej pregledani v 
diagnostične namene, šele nato so se lahko uporabili za raziskavo. Priporočeno je, da na 
začetku analize semenskega vzorca od ejakulacije mine pol ure. V tem času predvidoma 
pride do utekočinjenja in seme se lahko prične analizirati in obdelovati za postopek 
zunajtelesne oploditve. Od ejakulacije do analize in pričetka obdelave semenskega vzorca 
bi naj minila maksimalno ena ura. Po tem času lahko prične gibljivost semenčic upadati. 
Sklepamo lahko, da je gibljivost semenčic po 3 urah pri nekaterih vzorcih že nekoliko 
upadla, saj so se na določenih strukturah semenčice že začeli izražati negativni vplivi 
staranja biološkega vzorca.  
Raziskava je potekala na nativnih vzorcih semena. Petyim in sod. (2014) so v raziskavi 
ugotovili višjo preživelost semenčic po odmrzovanju v primeru predhodne priprave semena 
po metodi swim-up. Pri višjih koncentracijah gibljivih semenčic bi bilo seme smiselno pred 
zamrzovanjem centrifugirati. Nato bi nad sediment dodali svež medij. Po inkubaciji bi v 
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V prospektivni raziskavi smo želeli med seboj primerjati dve metodi zamrzovanja 
človeškega semena: klasično zamrzovanje semena v slamicah in ultrahitro zamrzovanje 
semena v mikrokapljicah. Prav tako je bil namen raziskave preveriti učinkovitost dveh 
medijev za zamrzovanje: medija, ki vsebuje le glicerol ter medija, ki poleg glicerola vsebuje 
tudi jajčni rumenjak Obravnavanih je bilo 27 vzorcev semena, ki so bili namenjeni za 
analizo.15 moških je bilo diagnosticiranih z normozoospermijo, 12 pa z astenozoospermijo 
glede na gibljivost semenčic. Pred raziskavo smo ocenili gibljivost semenčic z računalniškim 
programom Sperm Class Analyzer. Nato smo isti vzorec semena razdelili na dva enaka dela 
in ju redčili z dvema medijema v ustreznem razmerju. Sledilo je 10 min inkubacije 
semenskega vzorca na sobni temperaturi.  Po inkubaciji smo oba vzorca  zamrznili po 
standardni in testni metodi. Pri standardni metodi smo z vzorcem napolnili slamice za 
zamrzovanje semena, jih  izpostavili pari tekočega dušika za 30 minut in jih nato potopili v 
tekoči dušik. Pri testni metodi smo na kovinski površini, izpostavljeni pari tekočega dušika, 
tvorili  10 µL kapljice. Te so nemudoma zamrznile in bile prenešene v krioposodico, 
potopljeno v tekoči dušik. V procesu odmrzovanja so bile krioposodice in kapljice prenešene 
v vodno kopel s temperaturo 37 °C. Takoj po odmrzovanju smo ponovno računalniško 
analizirali gibljivost semenčic. Analizirali smo skupno gibljivost semenčic, skupno 
gibljivost v primeru normo- in astenozoospermije, progresivno gibljive in hitro progresivno 
gibljive semenčice. Izračunan je bil odstotek zmanjšanja gibljivosti semenčic v vzorcu. 
Rezultati so pokazali, da se gibljivost semenčic po odmrzovanju ni statistično razlikovala, 
ne glede na metodo in uporabljen medij. V skupini z astenozoospermijo je bilo ugotovljeno, 
da se je gibljivost semenčic po odmrzovanju zmanjšala za višji odstotek v primerjavi z 
normozoospermijo. Razlika zmanjšanja gibljivosti med obema skupinama ni bila statistično 
značilna. Prav tako ni bilo statistično značilnih razlik ob primerjavi posameznih vrednosti 
znotraj skupine z normozoospermijo in astenozoospermijo. V primeru ultrahitrega 
odmrzovanja semena v mikrokapljicah se lahko odmrzne le po ena zamrznjena kapljica, 
večina ostalega vzorca pa ostane shranjena. Pri zamrzovanju semena v ampulah ali slamicah 
je zamrznjenih vzorcev semena ponavadi precej manj kot bi jih bilo, če bi bili zamrznjeni v 
mikrokapljicah.Ocenjujemo, da je ultrahitro zamrzovanje semena v mikrokapljicah 
zanimivo in se kaže kot klinično sprejemljivo v prihodnosti, tudi za seme slabše kakovosti. 
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Prav tako se najlepše zahvaljujem vsem sodelavcem iz laboratorija OBMP na oddelku za 
reproduktivno medicino in ginekološko endokrinologijo v UKC Maribor, ki so mi ves čas 
nudili pomoč pri izvedbi laboratorijskega dela magistrske naloge, predvsem pri delu z 
računalniškim programom.  
 
Ob koncu študija se želim zahvaliti vsem, ki so me v tem času podpirali in mi stali ob 
strani. Najlepše se zahvaljujem družini, fantu Maticu ter vsem prijateljicam in prijateljem 
za motivacijo in spodbudo v času študija.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
